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RESUMO

A disfuncéo sexual é caracterizada por disturbios e alteraces psicofisioldgicas no ciclo de
resposta sexual. A hipertenséo arterial (HA), doenca de elevada prevaléncia no Brasil, foi
apontada como uma das causas da disfuncdo sexual também em mulheres. Sabe-se que
algumas classes de medicamentos utilizadas para reduzir e controlar a presséo arterial também
comprometem o processo de resposta sexual, porém, estudos demonstraram que 0S
antagonistas dos receptores de angiotensina 1l (ARA), alem de eficazes no tratamento da HA,
aparentemente ndo provocam, ou até mesmo atenuam as disfungdes sexuais. O efeito benéfico
dos ARA tem sido observado em estudos realizados em modelos experimentais de disfuncao
erétil em animais machos. Outro forte candidato a ser estudado em relagdo a melhora fungéo
sexual feminina € a ipriflavona, um derivado sintético do fitoestrogeno daidzeina (isoflavona),
cuja estrutura quimica é similar ao estradiol, podendo ligar-se aos receptores de estrégeno,
provocando um efeito semelhante ao referido horménio. A ipriflavona ja € utilizada para a
prevencédo e tratamento de osteoporose e estudos demonstraram o seu elevado potencial em
minimizar os sintomas da menopausa, podendo substituir a terapia de reposi¢cdo hormonal,
cuja utilizacdo € atualmente controversa devido a sua relacdo com o surgimento de cancer do
endomeétrio, ovario e mamas. Nesse contexto, objetivou-se avaliar o potencial terapéutico da
ipriflavona, da candesartana e da combinagdo dos mesmos na resposta de excitacdo sexual de
ratas hipertensas (SHR) e normotensas (WKY). Como a biodisponibilidade desses farmacos
por via oral € baixa, ambos foram administrados veiculados em um sistema autoemulsionavel
para entrega de farmacos (SEDDS). Os parametros fisiologicos avaliados por meio de
estimulagdo do nervo pélvico mostraram que a pressao intravaginal foi significativamente
maior em ratas SHR tratadas com 30 mg/kg de ipriflavona e em ratas WKY tratadas com
ipriflavona e candesartana nas doses 30 mg/kg e 2 mg/kg, respectivamente. O aumento na
variacdo da temperatura foi significativo apenas para o grupo SHR tratado com ipriflavona 30
mg/kg em comparacdo ao grupo tratado com ipriflavona e candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg,
respectivamente). A lubrificacdo vaginal de fémeas normotensas foi maior em relacdo as
hipertensas tanto a nivel basal quanto po6s-estimulo. Verificou-se que a resposta de excitacdo
sexual em fémeas é comprometida pela hipertensdo arterial, tendo em vista o perfil de
resposta significativamente maior nas fémeas normotensas. A andlise das respostas
vasocongestivas ndo apresentou resultados satisfatorios para os farmacos estudados, como
esperado em relagdo ao processo de excitacdo sexual. Ndo foram observadas variagdes do
perfil lipidico, parametros hematoldgicos e enzimas indicadoras da funcdo hepatica. A
candesartana isolada ou em associa¢do com a ipriflavona nas doses utilizadas, veiculada em
SEDDS, por tratamento durante 30 dias foi capaz de reduzir a pressdo arterial, mas nédo
alterou a resposta sexual e nem o efeito facilitador da ipriflavona sobre a resposta de excitagdo
sexual em ratas normotensas ou hipertensas. Conclui-se, portanto, que o tratamento da
hipertensdo com a candesartana pode ser uma alternativa para evitar-se a disfuncdo sexual
feminina em pacientes hipertensas e que a utilizacdo da ipriflavona pode promover melhora
da resposta de excitacdo sexual em fémeas.

I?alavras—chave: Ipriflavona, Candesartana, Disfungdo sexual feminina, Hipertensdo, SEDDS,
Oxido Nitrico, SHR, WKY.
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ABSTRACT

Sexual dysfunction is characterized by disturbances and psychophysiological changes in the
sexual response cycle. Hypertension (HA), a disease of high prevalence in Brazil, was pointed
out as one of the causes of sexual dysfunction in women. It is known that some classes of
drugs used to reduce and control blood pressure also compromise the sexual response process;
however, studies have shown that angiotensin Il receptor antagonists (ARBS), besides being
effective in the treatment of hypertension, apparently do not induce, or even ameliorate sexual
dysfunction. The beneficial effect of ARBs has been observed in studies conducted in
experimental models of erectile dysfunction in male animals. Another strong candidate to be
studied in relation to improvement of the female sexual function is ipriflavone, a synthetic
derivative of the phytoestrogen daidzein (isoflavone), whose chemical structure is similar to
estradiol, and can bind to estrogen receptors, causing a hormonal-like effect. Ipriflavone is
already used for the prevention and treatment of osteoporosis and studies have demonstrated
its high potential in minimizing the symptoms of menopause and may replace hormone
replacement therapy, which use is a bit controversial now a days due to the increased chance
of incidence of endometrium, ovary and breast cancer. In this context, we aimed to evaluate
the therapeutic potential of ipriflavone, candesartan and their combination in the arousal
sexual response of hypertensive (SHR) and normotensive (WKY) rats. As the oral
bioavailabilities of these drugs are low, both were administered in a self-emulsifying drug
delivery system (SEDDS). Physiological parameters assessed by pelvic nerve stimulation
showed that intravaginal pressure was significantly higher in SHR rats treated with 30 mg/kg
ipriflavone and in WKY rats treated with ipriflavone and candesartan at doses of 30 mg/kg
and 2 mg/kg, respectively. The augmentation of the temperature range was significant only
for the SHR group treated with ipriflavone 30 mg/kg compared to the ipriflavone and
candesartan group (30 mg/kg and 5 mg/kg, respectively). The vaginal lubrication of
normotensive females was higher in relation to the hypertensive ones at both basal and post-
stimulus levels. It was verified that the arousal sexual response in females is compromised by
arterial hypertension, since of the response profile is significantly higher in normotensive
females. The analysis of the vasocongestive responses did not present satisfactory results for
the drugs studied, as expected in relation to the sexual arousal process. There were no changes
in the lipid profile, hematological parameters and the enzymes that usually as markers of the
hepatic function. Candesartan alone or in combination with ipriflavone at doses used,
delivered on SEDDS, by treatment for 30 days were able to reduce blood pressure, but did not
alter the sexual response or the facilitating effect of ipriflavone on the sexual arousal response
in Normotensive or hypertensive rats. It is concluded, therefore, that the treatment of
hypertension with candesartan may be an alternative to prevent female sexual dysfunction in
hypertensive patients and that the use of ipriflavone can promote an improvement in the
sexual arousal response in females.

Key words: Ipriflavone, Candesartan, Female Sexual Dysfunction, Hypertension,
SEDDS, SHR, WKY.
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1. INTRODUCAO

A disfuncdo sexual feminina pode ser definida como sindrome clinica, momentanea ou
permanente, caracterizada por falta, excesso, desconforto e/ou dor na expressdo e no
desenvolvimento do ciclo de resposta sexual, podendo afetar uma ou mais das fases deste
(ABDO, 2006; TOZO, 2007). Grande parte dos casos de disfuncdo sexual esta relacionada a
problemas psicologicos ou problemas no relacionamento, mas podem também ser
consequéncia de problemas organicos ou resultado do uso de drogas, medicamentos ou
exposicédo a toxinas (BRASIL, 2010).

Estudos sugerem que 0s mesmos processos patoldgicos e fatores de risco associados a
disfuncdo eréetil em homens, incluindo o envelhecimento, a hipertensdo, o tabagismo, a
hipercolesterolemia e as cirurgias pélvicas, também tém relacdo com a disfuncdo sexual
feminina (BERMAN, 2005).

Em relacdo a hipertensdo arterial, pesquisas apontam que mulheres hipertensas
apresentam distdrbios sexuais com maior frequéncia quando comparadas aquelas néo
hipertensas ou recém-diagnosticadas com a doenca. Infelizmente, muitos trabalhos sobre o
tratamento da hipertenséo arterial e outras doencas cronicas negligenciam as mulheres e sua
historia sexual (DUNCAN et al., 2001; OKEAHIALAM, 2006; SILVA, 2013).

Anormalidades estruturais e funcionais dos 6rgdos genitais tém sido relatadas por
pacientes hipertensas. E fato que um relaxamento vascular adequado se faz necessario para
que ocorram a lubrificacdo vaginal e o ingurgitamento clitoriano apropriados e, alteracdes
morfolégicas dos vasos pélvicos podem ser fatores relevantes na génese da disfuncéo sexual
feminina em mulheres com elevada presséo arterial (PA) (DUNCAN et al., 2001).

Dos medicamentos utilizados para o controle da hipertensdo arterial, alguns sédo
elencados como responsaveis pela ocorréncia da disfuncdo sexual, principalmente em homens
(OKEAHIALAM, 2006). Estudos mostram que a utilizacdo de diuréticos, vasodilatadores
diretos, e simpaticoliticos como bloqueadores B-adrenérgicos ndo seletivos, bloqueadores a-
adrenérgicos e farmacos de acdo central, esta relacionada ao aumentado de disfuncdo sexual
(BATISTA, 2001).

Ja em relacdo aos blogueadores de canais de célcio, inibidores da ECA (enzima
conversora de angiotensina) e antagonistas dos receptores da angiotensina Il (ARA), ndo
foram observados sinais de disfuncdo sexual durante a utilizagdo dos mesmos. A
candesartana, um ARA, seletivo para receptores AT1, com forte ligacédo e lenta dissociacdo
dos mesmos, além de apresentar elevado potencial terapéutico na diminuicdo e no controle da

hipertensdo, com efeitos adversos pouco pronunciados, também apresenta bons resultados em
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relacdo a resposta sexual, em estudos realizados em animais machos e hipertensos
(BATISTA, 2001; NEVES, 2011).

Além disso, pesquisas realizadas com a irbesartana, cujo mecanismo de agdo é o
mesmo da candesartana, apresentaram resultados positivos em relacdo a melhoria da fungéo
sexual (desejo, excitacdo e orgasmos) em mulheres hipertensas, possivelmente como
resultado do seu efeito superior na reducédo do estresse oxidativo (MA et al, 2012).

Em relacdo ao tratamento indicado para a melhoria da funcdo sexual feminina, em
alguns casos, a terapia de reposicdo hormonal (TRH) é realizada com estrdgenos e
progestdgenos. Sabe-se que mulheres com baixos niveis de estrogénio e/ ou testosterona,
normalmente, apresentam sintomas de diminuicdo da libido, diminuicdo da sensibilidade,
secura vaginal, dispareunia (dor durante o ato sexual) e diminuicdo da excitacdo (BERMAN,
2005).

A TRH ¢ indicada para o controle de manifestaces vasomotoras e urogenitais
consequentes da diminuicdo de producdo de esteroides ovarianos, principalmente em
mulheres na menopausa (WANNMACHER, 2004). Contudo, evidéncias recentes sugerem
que a terapia de reposi¢cdo hormonal esta associada ao aumento no risco da incidéncia de
eventos isquémicos cardiovasculares, bem como de tromboembolismo venoso. (GRADY et
al., 1998; HULLEY et al., 1998; ROSSOUW et al., 2002; ANDERSON et al., 2004).

Além disso, o emprego da TRH a longo prazo € contraindicado, devido a sua relacdo
com o surgimento de cancer de mama, ovario e endométrio. Diante disso, pesquisas
relacionadas ao potencial dos fitoestrogenos em melhorar os transtornos sexuais femininos
tém um papel relevante (WANNMACHER, 2004; ZHANG et al., 2010).

A ipriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona), é um derivado sintético da
daidzeina, uma isoflavona encontrada na forma de glicosideo, ou seja, ligada a uma molécula
de acucar. A ipriflavona apresenta estrutura quimica similar ao estradiol e, portanto, liga-se
aos receptores de estrogenos, desencadeando um efeito semelhante ao hormonal
(FERNANDES, 2001). Dietas ricas em isoflavonas estdo associadas a um menor risco de
cancer de mama e de préstata e podem desempenhar um papel relevante na prevencdo de
outras doengcas relacionadas ao hipoestrogenismo (ADLERCREUTZ, 1995).

Estudos recentes verificaram que a ipriflavona é capaz de promover a formagéo e o
desenvolvimento dos ossos, além de ser um farmaco efetivo na prevencdo e tratamento da
sindrome da menopausa, comprovando o seu potencial terapéutico (ZHANG et al., 2010).

Uma alternativa promissora para a administracdo da ipriflavona e da candesartana por
via oral é o sistema autoemulsionavel de liberacdo de farmacos (do inglés: Self-Emulsifying

Drug Delivery System - SEDDS). A elevada estabilidade fisica desse sistema, quando
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comparado as emulsdes tradicionais que sdo sensiveis e metaestaveis, somada ao seu
potencial em melhorar a biodisponibilidade de farmacos com propriedades altamente
lipofilicas s&o fatores que justificam a sua aplicagdo na administracdo dos farmacos
supracitados (GURSOY e BENITA, 2004).

Diante disso, torna-se relevante estudar o papel da candesartana e do fitoestrogeno
ipriflavona, veiculados em SEDDS, assim como a possivel interacdo entre os dois agentes na
funcdo sexual de ratas hipertensas SHR (do inglés: Spontaneously Hypertensive Rat) e de
ratas normotensas WKY (do inglés: Wistar Kyoto) adultas jovens.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Resposta sexual feminina: anatomia e fisiologia

O sistema reprodutor feminino é constituido pelos 6rgaos sexuais primarios (ovarios),
responsaveis pela formacdo dos 6vulos (gametas) e pela producgdo e secrecdo dos hormdnios
sexuais femininos (estrdgenos). Os 6rgdos sexuais secundarios (vagina, genitais externos,
tubas uterinas, Utero e glandulas mamarias) também constituem esse sistema e sdo estruturas
essenciais para a fecundacdo, desenvolvimento embrionario e fetal e parto (VAN DE
GRAAFF, 2003).

Em relacdo aos 6Orgdos genitais externos (monte puabico, labios maiores, labios
menores, estruturas eréteis e glandulas vestibulares), destacam-se a anatomia e fisiologia das
estruturas eréteis (clitéris e bulbo do vestibulo), homodlogas as estruturas eréteis do sistema
genital masculino (DANGELO, 2002; VAN DE GRAAFF, 2003).

O processo de sintese (Figura 1) e secrecdo dos horménios sexuais femininos
(estrégeno e progesterona) é controlado pelos hormdnios hipofisarios FSH (horménio foliculo
estimulante) e LH (hormonio luteinizante) e a secrecdo destes pela hipofise depende do GnRH
(hormonio liberador gonadotréfico) secretado pelo hipotalamo (LINDA, 1995; VAN DE
GRAAFF, 2003).

Colesterot LH (células tecais)

®

Pregnenolona — Progesterona

l

17-Hidroxipregnenolona

l

Desidroepiandrosterona

l

Androstenediona

l

Testosterona

FSH
l aromatase 4/€

(células granulosas)
17p-Estradiol

Figura 1 — Representacdo esquematica da sintese de estrdgeno e progesterona (LINDA, 1995).



O estrégeno promove o0 espessamento da camada funcional do endomeétrio, sendo
auxiliado pela progesterona, e possui importante papel no desenvolvimento e manutencéo dos
Orgdos e caracteres sexuais secundarios (distribuicdo da gordura das mamas e quadris,
distribuicéo dos pelos, largura da pelve e outros). Um déficit de estrégeno resulta em acimulo
de colageno intramural, espessamento da parede perivascular, atrofia e alteracdes no pH
vaginal. Dependendo de sua concentracdo no organismo, afeta as células ao longo de todo o
sistema nervoso periférico e central, influenciando a transmisséo nervosa. (BERMAN, 2005;
LINDA, 1995; VAN DE GRAAFF, 2003).

Além disso, o0 estrogeno possui efeitos vasodilatadores e vasoprotetores que,
consequentemente, levam a um aumento do fluxo sanguineo arterial vaginal, clitoriano e
uretral, resultando na manutencdo da resposta sexual feminina e impedindo o
comprometimento das artérias e arteriolas pélvicas (BERMAN, 2005).

Os orgdos genitais femininos (internos e externos) recebem suprimento de sangue
arterial por meio da artéria vaginal, do ramo vaginal da artéria uterina, da artéria pudenda
interna e dos ramos vaginais da artéria retal média. Esses vasos formam uma rede de
anastomose que esta diretamente relacionada ao processo de vasocongestdo pélvica (PARK et
al.,1997).

Durante o processo de excitacdo sexual, impulsos nervosos provocam a dilatacdo das
artérias dirigidas ao clitoris e aos bulbos do vestibulo que, simultaneamente ao aumento do
fluxo sanguineo, incham-se, expandindo e alongando a vagina para acomodar o pénis ereto. A
vasocongestdo também promove a lubrificagdo do canal vaginal por meio de secrecBes das
glandulas uterinas e de um transudado com origem no leito vascular subepitelial,
passivamente transportado através dos canais intercelulares. Ao mesmo tempo, as glandulas
vestibulares sdo estimuladas e secretam um muco que lubrifica os tecidos da vagina,
facilitando a penetracdo. (BERMAN, 2005; VAN DE GRAAFF, 2003).

Pelo menos trés regides supraespinhais foram identificadas como essenciais em varios
aspectos do comportamento sexual feminino. Séo elas o nucleo ventromedial do hipotalamo
(reflexo de lordose), a &rea medial pré-dptica (controle do reflexo de lordose e vasocongestao)
e a matéria cinzenta periaquedutal do mesencéfalo (integra informacGes de vérias regides do
cérebro) (MCCARTHY, 1994; PFAFF E SAKUMA, 1979). E fato que sdo necessarios mais
estudos que analisem a contribuicdo especifica destes circuitos cerebrais e de seus
neurotransmissores na regulacdo das respostas sexuais femininas (MARSON E MURPHY;
2006).

Diversos neurotransmissores e neuromoduladores estdo envolvidos no processo de

resposta sexual e, dentre eles, destaca-se o 6xido nitrico (NO), uma pequena molécula gasosa
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que se difunde facilmente através das membranas celulares, reagindo intracelularmente com
alvos moleculares. Esse mediador fisioldgico age principalmente no masculo liso vascular e
exerce um importante papel no controle do fluxo sanguineo e da permeabilidade capilar
vaginal, desencadeando, portanto, processos que levam ao ingurgitamento clitoriano,
relaxamento e lubrificacdo vaginal (BERMAN, 2005; HOYLE et al., 1996; TRAISH et al,
2004).

E fato que uma cascata de processos bioquimicos e fisioldgicos (Figura 2) ocorre em
consequéncia do estimulo sexual ou das variagdes hormonais. Quaisquer disturbios ou
alteracdes em uma das vias relacionadas ao processo de resposta sexual podem acarretar no

comprometimento da mesma (TRAISH et al, 2004).

Neural

Tecidos
vaginal e
clitoriano

Hormonios
enddcrinos

Estrutural

Figura 2: Fatores fisioldgicos que influenciam a resposta sexual feminina (traduzido de MIN et al,
2001)

2.2 — Disfungéo sexual feminina

Estudos em relacdo as disfungdes sexuais femininas (DSF) cresceram nos altimos
anos, porém, ainda assim ndo houve avangos na abordagem utilizada para avaliar este
problema (FERREIRA, 2007).



Grande parte dos casos de disfuncdo sexual (DS) estdo relacionados a problemas
psicolégicos ou problemas de relacionamento. Mas, sabe-se que a DS também pode ser uma
consequéncia de alteragdes orgénicas, fisiologicas ou resultado do uso de drogas,
medicamentos ou exposi¢édo a toxinas (BRASIL, 2010).

A disfuncdo sexual é caracterizada, de modo geral, por falta, excesso, desconforto e/ou
dor na expressdo e no desenvolvimento do ciclo de resposta sexual (desejo, excitagéo,
orgasmo e resolugédo), podendo afetar uma ou mais das fases deste (BASSON, 2000; ABDO,
2006).

Os esquemas apresentados nas figuras 3 e 4 representam a complexidade e os diversos
mecanismos e distdrbios envolvidos no processo de disfuncdo sexual feminina. Ressalta-se
que os sintomas dentro de cada categoria podem interferir em outras. O esquema da figura 4

foca, exclusivamente, nas respostas de excitagédo vaginal.
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excitagcdo
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do desejo

Figura 3 — Distarbios envolvidos na disfuncéo sexual feminina (traduzido e adaptado de Traish et al.,
2004)
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Figura 4 — Disturbios da excitacdo e as principais areas afetadas em relacdo as respostas genitais
(traduzido e adaptado de Traish et al., 2004)

De acordo com a classificacdo das disfuncdes sexuais, realizada pela Associagédo
Psiquiatrica Americana, em 2002, os transtornos sexuais podem ser resultado de fatores
psicolégicos/emocionais e/ou fisiologicos. Qualquer perturbacdo no equilibrio hormonal
feminino (menopausa, intervengdes cirdrgicas, utilizacdo de medicamentos, desordens
enddcrinas e alguns tipos de doencas) e/ou alteracdes organicas podem resultar em um dos
transtornos listados abaixo (BERMAN, 2005; ABDO, 2006):

. Transtornos do desejo sexual;

. Transtornos da excitacdo sexual,

. Transtornos do orgasmo;

. Transtornos sexuais dolorosos;

. Disfuncdo sexual devido a uma condi¢do médica geral;
. Disfuncéo sexual induzida por substancia.

Tozo e colaboradores (2007) mostraram que ha uma alta prevaléncia de DS (20% a
40%) em mulheres com idade entre 18 a 59 anos. Nos EUA, Reino Unido e Suécia, dos cerca
de 40% das mulheres que apresentaram queixas sexuais significativas, 33% envolveram

problemas de desejo sexual, 24% relataram anorgasmia, 19% relataram dificuldade de



excitacdo/lubrificacdo, 15% queixaram-se de dispareunia (dor durante o ato sexual) e 9%
referiram-se a outras queixas. Tais transtornos mostram-se mais prevalentes e intensos nas
mulheres do que nos homens.

Estudos apontam que o envelhecimento, a hipertensdo, o tabagismo, a
hipercolesterolemia e as cirurgias pélvicas, fatores de risco associados a disfuncédo erétil em

homens, também tém relacdo com a disfuncéo sexual feminina (BERMAN, 2006).

2.3 — Disfuncao sexual, hipertensdo arterial e anti-hipertensivos

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é conceituada como uma condicdo clinica
multifatorial em que o paciente apresenta niveis elevados e sustentados de pressdo arterial
(PA > 140/90 mmHg). Essa doenca possui elevada prevaléncia, sendo um dos principais
fatores de risco para inimeros problemas cardiovasculares, insuficiéncia renal e acidente
vascular cerebral (MALACHIAS, 2016).

A hipertensdo arterial apresenta prevaléncia semelhante em ambos os géneros,
principalmente a partir da quinta década de vida, provocando um remodelamento nos vasos
sanguineos de todo o organismo. E fato que os vasos responsaveis pela irrigacdo sanguinea
dos Orgdos genitais ndo poderiam ser uma excecdo (MANOLIS E DOUMAS, 2012;
MALACHIAS, 2016).

Estudos que avaliaram a relacdo da HAS com a DS apontam que 0 numero de
mulheres apresentando algum tipo de DS (dispareunia, lubrificagdo inadequada ou
anorgasmia) foi maior nas hipertensas em comparacdo aquelas ndo hipertensas ou recém-
diagnosticadas. Ainda assim, muitos trabalhos sobre o tratamento da hipertensdo arterial e
outras doencas cronicas negligenciam as mulheres e sua histéria sexual (OKEAHIALAM,
2006; SILVA, 2013; MANOLIS E DOUMAS, 2012).

O remodelamento vascular, causado pela elevacdo da pressdo arterial, pode estar
associado a diminuicdo da sintese e acdo do 6xido nitrico (NO). Considerando-se que a perda
de bioatividade desse neuromodulador ocorre por lesdo tecidual, secundaria a disfuncéo
endotelial, ou ainda devido a fatores genéticos, tem-se um ambiente anti-apoptético,
proliferativo e com maior propensdo ao remodelamento vascular anormal (CHAO et al.,
2004; YU et al., 2012).

A idade e a hipertensdo podem produzir alteragdes no relaxamento induzido pelo NO
endotelial. Estudos que observaram a distribuicdo celular da enzima produtora de oOxido

nitrico (NOS) na genitalia de ratas sugerem que o NO pode modular a oferta de sangue tanto



para a mucosa quanto para a musculatura lisa vaginal (HOYLE et al., 1996; SHIRASAKI et
al., 1988; CHOU et al., 1998).

Além disso, pacientes hipertensas relataram anormalidades fisiologicas e estruturais
nos 6rgdos genitais. Considerando-se que o relaxamento vascular adequado é necessario para
a ocorréncia da lubrificacdo vaginal e do ingurgitamento clitoriano, alteracdes morfologicas
do endotélio vascular podem ser fatores importantes na génese da disfungdo sexual feminina,
em mulheres com elevada presséao arterial (KOCHAR et al, 1999; DUNCAN et al., 2001).

Dos farmacos disponiveis para o controle da HAS, sabe-se que algumas classes
farmacologicas também séo apontadas como responsaveis pela ocorréncia ou intensificacdo
da disfuncdo sexual, principalmente em pacientes do sexo masculino (OKEAHIALAM,
2006). Pesquisas apontam que a utilizacdo dos PB-bloqueadores ndo cardiosseletivos, dos
diuréticos e dos simpaticoliticos de acdo central esta relacionada ao aumentado de disfuncéo
sexual em homens e mulheres (BATISTA, 2001; MANOLIS E DOUMAS, 2012).

Ja em relacdo as classes farmacoldgicas dos blogueadores de canais de calcio, dos
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e dos bloqueadores de receptores de
angiotensina Il (ARA), ndo foram observados sinais de disfungdo sexual durante e ap6s a
utilizacdo de qualquer um destes. A candesartana, um ARA, seletivo para receptores do tipo
ATy, com forte ligacdo e lenta dissociacdo, além de apresentar elevado potencial terapéutico
na diminuicdo e no controle da hipertensdo, com efeitos adversos pouco pronunciados,
também apresenta bons resultados em relacdo a resposta sexual, em estudos realizados em
animais machos e hipertensos (BATISTA, 2001; NEVES, 2011; BANDYOPADHYAY,
2013).

A candesartana é o farmaco da classe dos ARA que apresenta a maior afinidade e
capacidade de inibicdo prolongada do sistema renina angiotensina aldosterona. Sua
metabolizacdo ocorre durante o processo de absor¢do no tubo digestivo, pela isoenzima
citocromo P450 (CYP) 2C9, com excrecdo ocorrendo de forma majoritaria pelo sistema
hepatico (MEREDITH, 2010; BANDYOPADHYAY, 2013; MORAES,2013).

Atualmente, a candesartana é comercializada em comprimidos contendo 8 ou 16 mg
de candesartana cilexetila (medicamento de referéncia: Atacand®-AstraZeneca) com
indicacdo para insuficiéncia cardiaca e hipertensdo arterial leve, moderada ou grave (Figura
4). A posologia indicada é de 1 comprimido por dia.

A candesartana cilexetila € um pro-farmaco ndo peptidico de acdo prolongada,
altamente lipofilico (log P = 6,1) com baixa solubilidade aquosa de 5 x 10 g.L™, classificado
como classe Il pelo sistema de classificacdo biofarmacéutica, ou seja, apresenta baixa
solubilidade e alta permeabilidade (BANDYOPADHYAY, 2013). Devido a baixa
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solubilidade e ao metabolismo hepatico de primeira passagem, a candesartana apresenta baixa
biodisponibilidade oral (DUDHIPALA, 2017).
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Figura 5 — Estrutura quimica da (A) candesartana cilexetila (pro-farmaco utilizado neste estudo) e da

(B) candesartana

E importante ressaltar que estudos desenvolvidos com a irbesartana, cujo mecanismo
de acdo é o mesmo da candesartana, apresentaram resultados positivos em relacdo a melhoria
da funcdo sexual (desejo, excitacdo e orgasmos) em mulheres hipertensas, possivelmente

como resultado do seu efeito superior na reducdo do estresse oxidativo (MA et al, 2012).

2.4 — Tratamento da disfunc¢do sexual feminina e o potencial dos fitoestrogenos

Mulheres que apresentam baixos niveis de estrogénio e/ou testosterona, normalmente,
desenvolvem sintomas de diminui¢do da libido, diminuicdo da sensibilidade, secura vaginal,
dispareunia, e diminuicdo da excitagdo. Atualmente, o tratamento indicado e disponivel no
mercado para a melhoria da funcdo sexual feminina, em alguns casos, € a terapia de reposi¢cdo
hormonal (TRH), realizada com estrogenos e progestogenos (BERMAN, 2005).

A TRH ¢ recomendada para o controle de manifestacGes vasomotoras e urogenitais
como consequéncia da diminuicdo de producdo de esterdides ovarianos, principalmente em
mulheres menopausadas (WANNMACHER, 2004).

A reposicdo estrogénica aumenta de forma significativa a expressao das isoformas da
enzima oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e neuronal (nNOS) no tecido vaginal e reduz a
apoptose e a atrofia vaginal (GOLDSTEIN, 1998). Confirmando esta hipdtese, um estudo
realizado por Rosenfeld et al. (2003) demonstrou que ratas ovariectomizadas tratadas com 17-
beta-estradiol exibiram um aumento na expressdo de RNAm e proteina para nNOS na

musculatura lisa vascular das artérias uterinas.
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A aplicacdo da TRH para o tratamento da disfuncdo sexual tornou-se uma técnica
efetiva, uma vez que diminui o trofismo e melhora a lubrificacdo vaginal. No entanto,
evidéncias recentes sugerem que a TRH esta associada a um aumento no risco da incidéncia
de eventos isquémicos cardiovasculares, bem como de tromboembolismo venoso. (GRADY
etal., 1998; HULLEY et al., 1998; ROSSOUW et al., 2002; ANDERSON et al., 2004).

Além disso, o emprego da TRH a longo prazo é contraindicado, devido a sua relacao
com o desenvolvimento de cancer de mama, ovario e endométrio. Diante disso, pesquisas
relacionadas ao potencial de novas substancias capazes de promover a melhora da funcéo
sexual de mulheres tém um papel relevante na busca por novas terapias para a disfuncédo
sexual (WANNMACHER, 2004; ZHANG et al., 2010).

A ipriflavona (7-isopropoxi-3-fenil-4H-benzopiran-4-ona), um derivado sintético da
daidzeina (fitoestrdgeno), uma isoflavona encontrada na forma de glicosideo (ligada a uma
molécula de aclcar), apresenta estrutura quimica similar ao estradiol (Figura 5) e, dessa
forma, liga-se aos receptores de estrogenos, simulando um efeito semelhante ao hormonal
(FERNANDES, 2001).

OH

A B C

Figura 6: Comparacgdo estrutural da molécula da Dadzeina (A) fitoestrogeno de ocorréncia
natural, da ipriflavona (B) isoflavona semissintética e do 174-estradiol (C).

Ao interagir com o0s receptores estrogénicos, ainda que com baixa afinidade, as
isoflavonas sdo capazes de desencadear mecanismos que possuem efeitos antioxidantes,
propriedades de inibicdo enzimatica e podem levar a indugdo da transcricdo genética
(VINCENT E FITZPATRICK, 2000).

Sabe-se que existem dois tipos de receptores estrogénicos (alfa e beta) cuja
distribuicdo e concentragdo variam entre os tecidos alvos. O SNC, as mamas, 0 endométrio e
o figado possuem maior expressao dos receptores alfa, enquanto os receptores beta apresenta-
se de forma predominante no SNC, 0ssos, parede vascular e trato urogenital. A afinidade de
ligagdo da isoflavona varia em funcdo do tipo do receptor estrogénico, sendo muito mais
marcante nos receptores do tipo beta (GREENWOOD, 2000; EWIES, 2002).
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Dietas ricas em isoflavonas estdo relacionadas a um menor risco de cancer de mama e
de prostata, podendo desempenhar um papel relevante na prevencdo de outras doencas
relacionadas com o hipoestrogenismo, tais como a osteoporose e as doencas cardiovasculares
(ADLERCREUTZ, 1995).

Estudos realizados recentemente verificaram que a ipriflavona é capaz de promover a
formacéo e o desenvolvimento dos 0ssos, alem de ser um farmaco efetivo para a prevencéo e
tratamento da sindrome da menopausa, comprovando o seu potencial terapéutico (ZHANG et
al., 2010).

A extensao da biodisponibilidade oral absoluta da ipriflavona é de aproximadamente
24% e a fracdo ndo absorvida no trato gastrointestinal de ratos foi de aproximadamente 12%
da dose administrada (KIM E LEE, 2002). A baixa biodisponibilidade ocorreu,
principalmente, devido ao efeito de primeira passagem. A excrecdo da ipriflavona ocorre
principalmente pela urina, mas também por via biliar e fecal, atingindo nivel sérico maximo
em ratos com 1,5h apresentando meia-vida de 5,8h (YOSHIDA et al., 1985; MONOSTORY
etal., 1998).

Moon et al. (2007) demonstraram que as isoenzimas hepéaticas CYP3A4 e CYP1A2
sdo as principais responsaveis pela formacdo dos metabdlitos da ipriflavona e que a CYP2C9
é responsavel por sua oxidacao.

A ipriflavona é atualmente comercializada no Brasil (Rebone®-Aché e Osteoplus®-
Farmalab) em cépsulas gelatinosas contendo 300 mg, com posologia de uma cépsula de 12 em
12 horas para o tratamento da osteoporose. Além disso, as isoflavonas daidzeina e genisteina
sdo utilizadas na fitomedicina, com indicacdo para o controle dos principais sintomas da
menopausa, como por exemplo, a fadiga, a sudorese noturna, a dispareunia e as ondas de calor
(fogachos). O medicamento fitoterapico Soyfemme® (Aché) € indicado nestes casos e contém
60 mg das isoflavonas da soja, com posologia de uma capsula ao dia.

2.5 — Sistemas autoemulsionaveis para liberagdo de farmacos (SEDDS)

Os sistemas autoemulsionaveis para liberacdo de farmacos (SEDDS, do inglés “self-
emulsifying drug delivery systems™) tém se mostrado como uma ferramenta interessante na
solucdo de questBes como baixa biodisponibilidade de substancias que sdo pouco sollveis.
Farmacos hidrofébicos, por exemplo, podem ser dissolvidos nestes sistemas, permitindo uma
administracdo dos mesmos com dosagem unitaria, por via oral (KOHLI et al., 2010).

Ao entrar em contato com o conteddo luminal do trato gastrointestinal, este sistema

dispersa-se para formar uma emulsdo (micrométrica / nanométrica) com o auxilio do proprio

13



fluido gastrointestinal. Isto leva a dispersdo do farmaco em micelas mistas, que pode ser
subsequentemente absorvido pelas vias linfatica, contornando o efeito de primeira passagem
hepética (KOHLI et al., 2010).

Basicamente, os SEDDS sao solugdes isotropicas e termodinamicamente estaveis
constituidas por o6leo, tensoativos, co-tensoativos, e misturas de farmacos que formam,
espontaneamente, microemulsdes de 6leo em agua, quando misturados com agua sob agitacédo
suave (motilidade gastro-intestinal) (SHAH et al, 1994).

Dessa forma, uma alternativa promissora para a administragdo da ipriflavona e da
candesartana, que apresentam propriedades altamente lipofilicas, por via oral € o sistema
autoemulsionavel, devido a sua elevada estabilidade fisica quando comparada com as
emuls@es tradicionais que sdo sensiveis e metaestaveis (GURSQOY e BENITA, 2004).

Um estudo de liberacéo in vitro demonstrou que o sistema autoemulsionavel (SEDDS)
otimizou a liberacdo da ipriflavona em meios aquosos. A ipriflavona foi liberada a partir do
sistema autoemulsionavel quatro vezes mais rapido em relacdo a ipriflavona livre, nos
primeiros 10 min, e apds 24 horas houve liberagdo de 85% da ipriflavona presente no sistema
autoemulsionavel. Ja a ipriflavona livre apresentou liberagdo de apenas 59% (LEAO, 2009).

Portanto, o sistema autoemulsiovavel foi capaz de aumentar a velocidade de
dissolucdo do farmaco aproximadamente 3 vezes. A principal consequéncia do aumento da
dissolucdo da ipriflavona é o aumento de sua biodisponibilidade, ja que foi possivel contornar
o fator limitante da absorc&o do farmaco (AMIDON et al., 1995; LEAO, 2009).

Estudo envolvendo a incorporacdo da candesartana cilexetila em um sistema auto-
autoemulsionavel solido (SMEDDS) demonstrou que a veiculacdo do farmaco por meio desse
sistema foi capaz de melhorar a solubilidade, a dissolu¢do e, concomitantemente, a
biodisponibilidade do mesmo apds testes in vitro (NEKKANTI et al, 2010).

Além disso, GAO et al (2011) observaram que a concentracdo plasmatica de
candesartana foi aumentada 27 vezes ap0s a veiculacdo da mesma em um sistema

nanoemulsionado, em compara¢do com a suspensao de candesartana cilexetila livre.

2.6 — Modelo animal: ratas espontaneamente hipertensas (SHR) e normotensas (WKY)

Um bom modelo animal é imprescindivel para o estudo dos efeitos do regime anti-
hipertensivo com candesartana, da utilizacdo do fitoestrégeno ipriflavona e da combinacédo
destes agentes sobre a fungédo sexual em mulheres hipertensas.

Dessa forma, ratas espontaneamente hipertensas (Spontaneously Hypertensive Rats —
SHR), que desenvolvem a hipertensdo arterial com 5 semanas de vida, apresentando um nivel
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de pressao considerado como hipertensdo espontanea entre a 72 e a 152 semana, atingindo um
platd entre a 20* e 282 semana, compdem 0 modelo animal de escolha para este estudo
(OKAMOTO E AOKI, 1963; FAZAN et al, 2001).

A hipertensdo do SHR adulto esta relacionada a um aumento da resisténcia periférica
total e um débito cardiaco normal ou diminuido. Além disso, faz-se necessario um estudo
paralelo em animais normotensos, com a finalidade de comparar os efeitos da candesartana e
da ipriflavona, principalmente, na fungdo sexual das fémeas. Sendo assim, também foram
utilizadas ratas da linhagem Wistar Kyoto (WKY) como ratas controle normotensas (FAZAN
et al, 2001; FORTEPIANI et al, 2003).

A maior parte do conhecimento sobre a fungéo reprodutiva de mamiferos que ovulam
espontaneamente é resultado de estudos realizados em ratas. A rata € um animal ndo sazonal
que constitui um bom modelo experimental por também apresentar ovulagdo espontanea e

perfil de variacBes hormonais muito semelhantes ao da mulher (FORTEPIANI et al, 2003).

A - CICLO REPRODUTIVO HUMANO

Ovulagdo

LH

FSH

Estrogénio
———)

Progesterona

Dias 1-4 14 21 28
B - CICLO REPRODUTIVO DE RATOS
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FSH , \
Progesterona / / ﬁ
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Figura 7: Representacao do ciclo reprodutivo da mulher (A) e da rata (B) e suas respectivas
varia¢des hormonais (Fonte: traduzido de EMANUELE, 2002).

Ressalta-se que a vagina de mulheres e ratas apresentam semelhancas histolégicas e

compartilham a mesma estrutura celular basica, incluindo um epitélio escamoso estratificado
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e uma lamina propria ricamente vascularizada rodeada por uma bicamada de musculo liso
(MIN et al, 2001).

3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Avaliar e comparar os possiveis efeitos do tratamento com ipriflavona, com o anti-
hipertensivo candesartana e a combinagdo dos mesmos, veiculados em um sistema
autoemulsionavel de liberacdo de farmacos (SEDDS), na funcdo sexual de ratas hipertensas

SHR e de ratas normotensas WKY adultas, com idade entre 5 e 7 meses.

3.2 - Objetivos Especificos

v Comparar as diferencas nas respostas vasocongestivas e de excitacdo sexual
(temperatura, lubrificacéo e pressdo intravaginal) entre ratas WKY e SHR adultas.

v Avaliar o efeito do tratamento crénico (30 dias) com ipriflavona, candesartana,
combinacdo desses farmacos, todos veiculados em SEDDS e respectivo veiculo (controle) em
ratas SHR e WKY sobre:

e Ociclo estral;

e A pressdo arterial,

e As respostas vasocongestivas em ratas conscientes;

e As respostas de excitacdo sexual em ratas anestesiadas;
e O perfil lipidico;

e A funcéo hepética;

e Os parametros hematoldgicos;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Delineamento experimental

Ratas hipertensas SHR e ratas normotensas WKY adultas (com idade entre 5 e 7
meses) foram tratadas por 30 dias com ipriflavona (30 mg/kg/dia) veiculada em SEDDS, com
candesartana (2 mg/kg/dia para a linhagem WKY e 5 mg/kg/dia para a linhagem SHR)
veiculada em SEDDS, com a combinagdo destes farmacos ou apenas com o veiculo (grupo
controle). Foram realizados 0 monitoramento do ciclo estral, a medida da pressao arterial (por
meio de pletismografia de cauda) e a anélise das respostas vasocongestivas induzidas por
apomorfina, antes, apos 15 e 30 dias de tratamento. Ao final dos 30 dias, a pressdo arterial
direta (sistolica e diastolica) e a frequéncia cardiaca foram monitoradas (em ratas acordadas),
ap6s a canulacdo da artéria femoral dos animais. Foram avaliadas as alteracbes de
temperatura, lubrificacdo e pressdo intravaginal durante a estimulacdo do nervo pélvico (em
ratas anestesiadas). Por fim, as ratas foram eutanasiadas por decapitacdo e o sangue das
mesmas foi coletado para analise do perfil lipidico, dos parametros hematologicos e dos

indicadores de funcdo hepética TGO e TGP.

4.2 - Animais

Foram utilizadas ratas espontaneamente hipertensas (SHR) com idades entre 5 e 7
meses provenientes do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto e
ratas WKY com idade entre 5 e 7 meses provenientes do Biotério de Producdo de Ratos -
ICB/USP. As ratas foram mantidas em caixas de polipropileno (40 x 32 x 17 cm), em nimero
de 5 animais por caixa, sendo fornecida alimentacdo e dgua a vontade. Durante a realizacao
dos experimentos, os animais foram mantidos no Laboratério de Farmacologia Experimental.
Todos os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFOP, protocolo 2015/42 (Anexo ).

4.3 - Monitoramento do ciclo estral das ratas

O ciclo estral de ratas tem duracdo média de 4 a 5 dias, sendo dividido em quatro

fases: proestro, estro, metaestro (ou diestro I) e diestro (ou diestro Il). As fases do ciclo estral
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podem ser determinadas através do monitoramento dos tipos de células que aparecem no
esfregaco vaginal (MARCONDES et al. 2002).

O proestro caracteriza-se pela predominancia de células epiteliais estratificadas e
nucleadas, o estro por células epiteliais estratificadas queratinizadas, e as fases de metaestro e
diestro por células leucocitarias. Tais variacdes celulares presentes no esfregaco vaginal estdo
relacionadas as variagdes ciclicas do estradiol, durante o ciclo estral (MARCONDES et al.
2002).

O monitoramento do esfregago vaginal foi realizado diariamente (antes e ao longo dos
tratamentos) nas ratas SHR e WKY, por meio da analise de lavado vaginal a fresco em
microscopio optico (Olympus Japan BH-2) com objetivas de 10 e 40 vezes para verificar-se a
ciclicidade das ratas e se os tratamentos foram capazes de alterar a morfologia das células do

esfregaco vaginal.

4.4 - Medida da pressdo arterial sist6lica por meio de pletismografia de cauda

Um dos métodos utilizados para o monitoramento da pressdo arterial foi o de
pletismografia de cauda. As ratas SHR e WKY foram acondicionadas em tubos contentores
de acrilico para limitar seus movimentos. Em seguida, envolveu-se a cauda do animal com um
manguito (tail-cuff) acoplado a uma bomba insufladora de ar (Eletro-esfignomanémetro,
Narco Bio-Systems) para promover o enchimento do manguito e consequente oclusdo do
fluxo sanguineo na cauda, além de um sensor piesoelétrico para a deteccdo do pulso. A cauda
da rata foi levemente aquecida por uma lampada, para promover a dilatacdo da artéria caudal
e possibilitar a deteccdo do pulso pelo sensor. Tanto 0 manguito quanto o sensor foram
acoplados a um sistema de aquisicdo de dados (DATAQ/Windag, versdo 2.63) para registro
do pulso correspondente ao fluxo sanguineo, bem como da pressdo necessaria (mmHg) para
ocluir a artéria caudal.

A bomba insufladora foi acionada (ap0s calibracdo do sistema, com pressdo maxima
de 200 mmHg) e consequentemente o manguito foi inflado, causando a ocluséo do fluxo
sanguineo. A oclusdo foi observada pela auséncia de sinal detectado pelo sensor de pulso. Em
seguida, o0 manguito foi desinflado, ocorrendo o retorno do fluxo sanguineo.

Considerou-se que o primeiro sinal de pulso detectado e observado representou o
momento em que a pressao do sistema tornou-se menor do que a pressdo sanguinea na cauda
da rata. Este valor de pressdo da oclusdo do manguito que permitird o aparecimento do

primeiro sinal de pulso foi considerado equivalente a pressdo arterial sistolica (PAS).
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4.5 - Monitoramento da pressao arterial direta

Apos o altimo dia de tratamento, realizou-se a canulacéo da artéria femoral das ratas
SHR e WKY. A canula utilizada foi confeccionada com tubos de polietileno PE-10 (Clay
Adams, Parsipanny, NJ, EUA) com comprimento de 3,5 a 5,0 cm, soldados em outro tubo de
polietileno PE-50 (Clay Adams, Parsipanny, NJ, EUA) com comprimento de 10 a 15 cm.
Previamente a canulacdo, as canulas de polietileno foram preenchidas com solucéo salina
0,9% e em seguida uma das suas extremidades livres foi obstruida com um pino metalico.
Ap0s ser realizada a anestesia com solugdo de Ketamina e Xilazina 10:1 (0,1 mL/100 gramas
de peso, via intraperitoneal), os animais foram submetidos a uma incisdo na face ventral da
pata traseira esquerda, onde a artéria femoral foi dissecada e exposta. A artéria foi
cateterizada com PE-10 e as por¢des PE-50 foram transpassadas por sob a pele do dorso onde
as extremidades destas canulas foram exteriorizadas e fixadas por meio de fios de sutura.
Apbs a cirurgia e antes que fossem instrumentados para realizacdo dos registros, 0s animais
foram acondicionados em gaiolas individuais mantidas na sala de experimentos sob condic¢des
de temperatura, luminosidade e niveis de ruido controlados durante 24 horas para
recuperacdo. Durante este periodo continuaram recebendo agua e racao ad libitum. A céanula
posicionada na artéria foi utilizada para registro da pressao arterial pulsatil com derivacdes
eletrbnicas para registro da frequéncia cardiaca e da pressdo arterial sistolica e diastolica em

frequéncia de amostragem de 300 Hz.

4.6 - Desenvolvimento e caracterizagdo do sistema autoemulsionéavel

4.6.1 — Preparo do SEDDS e incorporacgdo dos farmacos

Os farmacos em estudo foram incorporados a um sistema autoemulsionavel descrito
por Ledo e colaboradores (2009), contendo 60% de 6leo de milho, 20% de capryol, 10% de
lecitina de soja e 10% de alcool etilico.

Para preparar o sistema autoemulsionavel o 6leo de milho e a lecitina (Lipoid R LPC
20, Lipoid) foram misturados (solucdo 1) em um recipiente de vidro a temperatura de 37°C. A
dissolugéo da lecitina é lenta e foram necessarias 48 horas de agitagdo constante (1400 rpm).
Em seguida, 70% do volume total de capryol foi adicionado a solucdo | sob agitacdo
constante (1400 rpm) e, por fim, a solucdo | foi filtrada. Em paralelo, os farmacos foram

solubilizados em uma mistura de alcool etilico com o volume restante do capryol (solucéo I1)
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a temperatura ambiente. Finalmente, as solucdes | e 1l foram misturadas sob agitacdo de 1400
rpm também a temperatura ambiente.

Foram preparadas 4 formulagOes: a primeira contendo ipriflavona 30 mg/kg/dia, a
segunda contendo candesartana (2 mg/kg/dia para WKY e 5 mg/kg/dia para SHR), na terceira
formulacdo foram incorporados os dois farmacos nas mesmas concentracdes anteriormente
citadas e, por ultimo, uma formulacdo contendo apenas os excipientes do SEDDS, que foi
utilizada como controle para os tratamentos. As doses farmacoldgicas utilizadas para o
preparo das formulagbes foram escolhidas com base nos dados da literatura e estudos prévios

realizados em nosso laboratdrio (dados ndo publicados) (LEAO, 2009).

4.6.2 — Caracterizacdo do SEDDS: tamanho e indice de polidisperséo

O tamanho médio das goticulas da autoemulsdo e o indice de polidispersdo foram
determinados através de espectroscopia de correlacdo de fotons, utilizando-se o equipamento
Malvern Zetasizer Nano®. Uma aliquota de 100 uL foi retirada de cada uma das formulagdes
preparadas e a este volume foram adicionados 10 mL de agua ultrafiltrada & 37°C para, deste
modo, obter-se o sistema emulsionado. Em seguida, foi retirada uma nova aliquota de 50 pL
(apenas SEDDS - veiculo) e 35 uL (SEDDS com o farmaco) do sistema emulsionado e
adicionou-se 5 mL de agua ultrafiltrada. Por fim, utilizou-se uma cubeta de quartzo
preenchida com as solugfes. Esta cubeta foi posicionada no aparelho para determinagdo do

tamanho médio dos glébulos e o indice de polidispersdao em um angulo de 90°, a 37°C.

4.7 - Tratamento via oral por meio de gavagem

Para a realizacdo da gavagem, o animal foi manuseado na posi¢do vertical,
estendendo-se a cabega e 0 pesco¢co do mesmo de modo que o focinho, a cabeca e a boca do
animal ficassem alinhados e o esdfago reto. Foi utilizada uma agulha para gavagem de
tamanho adequado, de acordo com o tamanho do animal, e uma quantidade reduzida do
volume de SEDDS (500 uL para cada 100 g de massa corpérea do animal) para evitar um

grande enchimento estomacal.

4.7.1 - Tratamento com ipriflavona veiculada em SEDDS (gavagem)

A dose utilizada foi a de 30 mg/kg/dia de ipriflavona, definida a partir de resultados

obtidos em outro estudo do nosso grupo de pesquisa, o qual avaliou a func¢ao sexual em ratas
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com menopausa induzida pela ovariectomia e ratas senescentes. A ipriflavona veiculada em
SEDDS foi administrada por via oral (gavagem) em dose unica diaria, durante 30 dias. Os
grupos controle receberam apenas os excipientes (veiculo) do SEDDS.

Estudo recente de nosso laboratério demonstrou que a liberacéo de ipriflavona pelo
sistema autoemulsionavel é quatro vezes mais rapida em relacdo a ipriflavona livre (LEAO,
2009).

4.7.2 - Tratamento com a candesartana veiculada em SEDDS (gavagem)

Inicialmente, utilizou-se a dose de 5 mg/kg/dia de candesartana cilexetila (Pharma
Nostra) incorporada ao sistema autoemulsionavel de entrega de farmacos. Todos 0s animais
da linhagem SHR foram tratados com candesartana na dose de 5 mg/kg/dia, porém, a
linhagem WKY tratada com a dose de 5 mg/kg/dia apresentou complicagdes
cardiorrespiratdrias e reducao consideravel da pressao arterial com consequente morte. Diante
disso, os animais da linhagem WKY foram entdo tratados com candesartana cilexetila na dose
de 2 mg/kg/dia. A candesartana veiculada em SEDDS foi administrada por via oral (gavagem)

em dose Unica diaria, durante 30 dias.

4.7.3 - Tratamento com candesartana e ipriflavona veiculadas em SEDDS (gavagem)

A ipriflavona e a candesartana foram administradas simultaneamente, veiculadas no
sistema autoemulsionavel de liberacdo de farmacos, nas respectivas doses de 30 mg/kg/dia e 5

mg/kg/dia para a linhagem SHR e 30 mg/kg/dia e 2 mg/kg/dia para a linhagem WKY.

4.8 - Respostas vasocongestivas induzidas por apomorfina em ratas conscientes

A excitacdo sexual fisioldgica envolvendo vasocongestdo genital ocorre tanto nos
machos quanto nas fémeas. Essa resposta vascular ocorre devido ao relaxamento do musculo
vascular, aumentando assim o fluxo de sangue para o pénis e genitélia feminina.

Este comportamento pode ser estudado estimulando-se receptores dopaminérgicos
centrais (D4) e periféricos (D2), utilizando-se agonistas dopaminérgicos como a apomorfina.
A administracdo da apomorfina em doses baixas causa mudanca distinta na morfologia da
genitalia externa da rata. Esta mudanca é caracterizada pelo inchaco da genitalia, que pode
durar em média 3 segundos e, de forma analoga, ocorre a erecdo peniana em ratos

(BEHARRY, 2003; CHEN et al., 1999; SENBEL, 2011; STIEF, 2003).
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Para monitorar as respostas vasocongestivas induzidas por apomorfina, as ratas foram
adaptadas em caixas de madeira com frente e fundo de vidro, durante 30 minutos por trés
dias. Apds o periodo de adaptacdo, foi administrada solucdo diluida de apomorfina (80
Hg/1000 uL de salina 0,9% contendo &cido ascorbico 0,1% ou apenas salina 0,9% contendo
acido ascorbico - grupo controle para esse teste), no volume de 0,1 mL de solucéo diluida de
apomorfina para cada 100 g de peso do animal, por via subcutanea.

Em seguida, os animais foram colocados nas caixas de vidro e 0 seu comportamento
foi gravado por 30 minutos. Dessa forma, foi possivel analisar o comportamento sexual
contabilizando o numero de descidas da cabeca para a area genital com posterior lambedura
da genitalia (BEHARRY, 2003).

4
Figura 8: Representacao esquematica do modelo usado para avaliagdo da excitacdo sexual em ratas

conscientes induzida pela administracdo subcutanea de apomorfina - 80 ug/kg (adaptado de Eduardo

Damasceno Costa, 2011).

4.9 - Estimulacéo do nervo pélvico

A estimulacdo do nervo pélvico foi realizada como ja descrito previamente por Kim e
cols., 2004. Apo6s anestesia, uma incisdo de 2 cm foi feita abaixo da linha média abdominal
para a exposicdo do nervo pélvico. A bexiga foi descomprimida e sua exposicdo foi
maximizada através de um afastador. Apo6s a identificacdo da sinfise pubica, os tecidos
adiposos que recobrem a parede vaginal lateral foram delicadamente deslocados para
visualizar o aspecto lateral da vagina. O nervo peélvico origina-se dorsalmente ao ganglio
pélvico e ascende ventralmente para impelir uma distribuicdo tipo leque de ramos
paravaginais. Com a rata em decubito dorsal, a orientacdo do nervo pélvico é perpendicular ao
canal vaginal, aproximando-se da parede vaginal bilateralmente a partir do ligamento
inguinal, sendo coplanar ao mesométrio. Um fio eletrodo bipolar de platina foi

cuidadosamente posicionado no ponto onde o nervo pélvico prolonga seus ramos
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paravaginais. Uma estimulacdo unilateral esquerda do nervo pélvico foi realizada com um
estimulador Grass S9 (Grass Instruments, Quincy, Massachusetts), fixado em polaridade
normal e modo de repeticdo para gerar um trem de 30 segundos de ondas quadradas com 6 V
de amplitude de pulso e 0,8 milissegundos de duracéo a varias frequéncias (10, 20 e 30 Hz). O

intervalo entre as estimulacgdes foi de 5 minutos.

4.10 - Medida da temperatura da cavidade vaginal

Um sensor de temperatura de alta precisdo em formato de haste, com 0,15 mm de
diametro e 1,5 cm de comprimento de ponta ativa (modelo 451, Measurement Specialties)
acoplado a um termbémetro de precisdo (Serie 4600, Measurement Specialties) foi inserido
diretamente na parte distal do canal vaginal para a determinagdo da temperatura vaginal. As
medidas instantaneas da temperatura basal e durante o procedimento de estimulacdo no nervo
pélvico foram armazenadas no computador para posterior andlise, utilizando o software
Datalog SoftTemp. (Measurement Specialties). A variacdo de temperatura vaginal durante a
estimulagdo do nervo pélvico foi considerada uma medida indireta do aumento do

ingurgitamento (fluxo sanguineo) vaginal.

4.11 - Determinacéo da lubrificacéo vaginal

A lubrificacdo vaginal € um dos indicadores da excitacdo genital e da integridade do
tecido vaginal. Para a medida da lubrificacdo, utilizou-se uma haste flexivel com ponta de
algoddo (cotonete) previamente pesada. O cotonete foi inserido na parte distal do canal
vaginal e, 5 minutos apds a estimulacdo do nervo pélvico o cotonete foi novamente pesado.
Assumiu-se que a lubrificacdo vaginal tenha sido proporcional a quantidade de fluido

absorvido pelo cotonete (Min e cols., 2003).

4.12 - Medida de pressdo intravaginal

Para a obtencdo da medida de presséo intravaginal, utilizou-se um aparato de medida
de pressdo que foi desenvolvido no préprio laboratério. O sistema consiste em um pequeno
baldo de latex firmemente amarrado a uma das extremidades de um tubo de polietileno em
formato de Y, preenchido com solucdo salina 0,9%, enquanto a outra extremidade foi
acoplada a uma seringa responsavel pelo controle do volume/pressédo de liquido dentro do
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baldo e a outra extremidade do sistema em Y foi conectada a um transdutor de pressdo que
por sua vez foi acoplado a um sistema de aquisic¢éo de dados.

No momento da medida, introduziu-se o pequeno baldo no canal vaginal da rata, que
foi ligeiramente insuflado com salina para gerar uma pressdo basal intracanal
(aproximadamente 20 mmHg). Com o eletrodo cuidadosamente posicionado no nervo
pélvico, realizou-se a estimulacdo progressiva do nervo. Os dados de variagdo da pressao
intavaginal adquiridos foram gravados com o auxilio do software Windaq e analisados

posteriormente.

4.13 - Analise dos parametros hematoldgicos

O sangue foi coletado em tubos contendo anticoagulante e encaminhado para o
Laboratdrio Piloto de Analises Clinicas (LAPAC) da Universidade Federal de Ouro Preto,

onde foram realizados os ensaios hematoldgicos (hemograma).

4.14 - Avaliacgao do perfil lipidico e dos indicadores a funcao hepatica (TGO/TGP)

As dosagens bioguimicas foram feitas apds a coleta do soro dos animais em tubo sem
anticoagulante. Foram avaliados o perfil lipidico (colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos)
e os indicadores relacionados a funcéo hepatica: enzimas transaminase glutamico-oxalacética
(TGO) e transaminase glutdmico-piravica (TGP).

As anélises foram executadas pelo Laboratério Piloto de Analises Clinicas (LAPAC)
da Universidade Federal de Ouro Preto. Todos os exames foram feitos no aparelho Cobas
Integra 400 plus. Foi utilizado o soro de 5 ratas tratadas por grupo (5 ratas SHR e 5 ratas
WKY adultas).

4.15 - Andlise estatistica

Os dados obtidos foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). As
analises foram feitas pelo método de “analise de duas vias de variancia” (two way ANOVA),
seguido de pds-teste de Bonferroni, utilizando o programa GraphPad Prism versdo 7.00 para
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA-EUA). As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 - Caracterizacdo do SEDDS

5.1.1 - Tamanho dos glébulos

O tamanho dos globulos formados apds adicdo de &gua e emulsificacdo do SEDDS
apresentou variacdes (figura 9). E possivel observar elevacdo do tamanho dos globulos,

variando de 217 a 434 nm, apds a incorporac¢édo dos farmacos.
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Figura 9: Mudangas no tamanho dos globulos ap6s incorporagédo dos farmacos em estudo (n=3). Os
valores representam media + EPM — ANOVA seguido do pos-teste Bonferroni. *(p<0.05) em
ralagdo ao veiculo.

5.1.2 - Indice de polidispersédo

O indice de polidispersdo também foi avaliado para verificar a estabilidade do SEDDS
apos emulsificacdo (figura 10). De modo geral, as formulacdes apresentaram um indice de

polidispersdo médio entre 0,3 e 0,4.
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Figura 10: Indices de polidispersdo das 4 formulacBes preparadas (n=3). Os valores representam
media + EPM.

5.2 - Monitoramento do ciclo estral

O monitoramento do ciclo estral, além de ser utilizado como critério de exclusdo
amostral, visto que animais que ndo ciclam corretamente possivelmente apresentam algum
disturbio hormonal, também foi realizado com o objetivo de avaliar se os tratamentos
causariam alguma alteracao na ciclicidade das ratas.

As ratas (SHR e WKY) tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg),
candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30
mg/kg e 5 mg/kg para SHR — 30 mg/kg e 2 mg/kg para WKY) néo apresentaram mudanca
epitelial em seus respectivos esfregacos (figura 11), ciclando de forma regular, conforme
descrito na literatura (MARCONDES et al. 2002; VILELA et al, 2012).

Figura 11: Fotomicrografias de laminas coradas (papanicolau) de esfregaco vaginal de ratas SHR (1
a4) e WKY (5 a 8). Fases: (A) diestro, (B) proestro, (C) estro, (D) metaestro (Fonte: dados do autor).

5.3 - Variagdo da massa corporal (g) ao longo dos tratamentos

Foram observadas variagdes na massa corporal das ratas SHR e WKY ao longo dos
tratamentos (figura 12). As diferencas foram significativas apenas para os animais da linhagem
WKY tratados com candesartana na dose 2 mg/kg (média inicio: 230,5 g; média 15 dias 202,83
g; média 30 dias: 207,66 g) e ipriflavona com candesartana nas doses 30 mg/kg e 2 mg/kg,
respectivamente (média inicio: 230,4 g; média 15 dias 204,6 g; média 30 dias: 229,9 g).
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Figura 12: Variagdes da massa corporal de ratas SHR (5 a 7 meses; n=10) ao longo dos tratamentos
com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (5 mg/kg) e ipriflavona com
candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg, respectivamente) e de ratas WKY (5 a 7 meses; n=6) ao longo dos
tratamentos com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (2 mg/kg) e ipriflavona
com candesartana (30 mg/kg e 2 mg/kg, respectivamente). Os valores representam a media + EPM.
*(p<0.05) em relacéo ao respectivo grupo no inicio e **(p<0.05) em relagdo ao respectivo grupo
apo6s 15 dias.

5.4 - Monitoramento da pressao arterial

5.4.1 - Medida indireta por meio de pletismografia de cauda

A pressdo sistolica média (figura 13) das ratas SHR e WKY, determinada por meio de
pletismografia de cauda, ndo apresentou variacdo significativa durante e apds os tratamentos
tanto para os grupos controle (veiculo - SEDDS) quanto para os grupos tratados com 30
mg/kg de ipriflavona em SEDDS. Houve diferenca significativa em relagdo a pressao sistélica
dos animais SHR que receberam candesartana (5 mg/kg/dia) e ipriflavona associada a
candesartana (30 mg/kg/dia e 5 mg/kg/dia, respectivamente). Também houve reducdo
significativa da pressdo arterial sistolica de ratas WKY tratadas com candesartana (2

mg/kg/dia).
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Figura 13: Valores da pressao arterial sistolica de ratas SHR e WKY (5-7 meses; n=10) antes (t = 0),
ap6s 15 (t = 15) e 30 (t = 30) dias de tratamento com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg),
candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5
mg/kg para SHR - 30 mg/kg e 2 mg/kg para WKY). Os valores representam media £ EPM. *(p<0.05)
entre linhagens, **(p<0.05) em relagdo ao SEDDS e ao IP, *** (p<0,05) em relacdo ao IP.

5.4.2 - Medida direta por meio de canulacdo da artéria femoral esquerda

A pressao arterial média (PAM) foi medida 24 horas apds a canulacdo da artéria
femoral esquerda das ratas SHR e WKY (animais conscientes). Foi observada uma redugéo
significativa da PAM nos animais SHR tratados tanto com candesartana 5 mg/kg quanto com
candesartana e ipriflavona associados (5 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente). Observou-se
ainda que os animais SHR tratados com a associa¢do dos farmacos apresentaram PAM menor

que os animais WKY tratados apenas com o veiculo (SEDDS).
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Figura 14: Valores da pressdo arterial média (ap6s canulacdo) de ratas SHR e WKY (5-7 meses;
n=6) tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (5 mg/kg para SHR e 2
mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg para SHR - 30 mg/kg e 2
mg/kg para WKY). Os valores representam media + EPM. *(p<0.05) entre linhagens, **(p<0.05) em
relac@o aos tratamentos SEDDS e IP para SHR, ***(p<0.05) em relacdo ao WKY no tratamento com
SEDDS.

As medidas da pressdo arterial sistolica e diastolica também foram registradas e
analisadas 24 horas apés a canulacdo da artéria femoral esquerda das ratas SHR e WKY
(animais conscientes). Observou-se (figura 15) diferenca significativa nos valores pressoricos
entre as linhagens e reducdo significativa da PA (sistélica e diastdlica) nos animais SHR
tratados tanto com candesartana 5 mg/kg quanto com candesartana e ipriflavona associados (5
mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente). Também foi observado que a PA dos animais
pertencentes a linhagem WKY, que receberam SEDDS apresentaram 0s niveis pressoricos
elevados em relacdo aos valores esperados e descritos na literatura (PA sistolica de

aproximadamente 100 mmHg).
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Figura 15: Valores da pressao arterial (sistélica e diast6lica) de ratas SHR e WKY (5-7 meses; n=6)
tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg
para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg para SHR - 30 mg/kg e 2 mg/kg para
WKY). Os valores representam media £ EPM. *(p<0.05) entre linhagens, **(p<0.05) em relagéo ao
SEDDS e ao IP.

5.4.3 - Frequéncia cardiaca
Os registros de frequéncia cardiaca (batimentos por minuto - bpm) também foram
avaliados (figura 16). Observou-se diferenca significativa entre as linhagens estudadas,

porém, ndo foram observadas diferencas significativas entre os valores de frequéncia cardiaca

para cada linhagem nos diferentes tratamentos.
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Figura 16: Valores da frequéncia cardiaca (BPM) de ratas SHR e WKY (5-7 meses; n=6) tratadas
com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg para
WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg para SHR - 30 mg/kg e 2 mg/kg para
WKY). Os valores representam media £ EPM. *(p<0.05) entre linhagens, **(p<0.05) em rela¢é@o ao
ao WKY no tratamento com IP.
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5.4.4 - Pressao arterial sistolica (pletismografia) X (medida direta por canulacéo da
artéria femoral)

Os dados obtidos apds a execucdo das duas metodologias de monitoramento da PA
(pletismografia de cauda e canulacdo da artéria femoral) foram comparados. Nao foi
observada diferenca significativa em relacdo a pressdo arterial sistélica dos animais SHR
(figura 17), obtida por diferentes métodos, apos o 30° dia de tratamento. Em relagdo aos
animais da linhagem WKY (figura 18), observou-se diferenca significativa apenas entre 0s
valores de pressdo arterial sistolica das ratas tratadas com ipriflavona.
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Figura 17: Valores da pressao arterial sistolica de ratas SHR medidos por pletismografia (n=10) e apds

canulagédo (n=10). Os valores representam media £ EPM.
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Figura 18: Valores da pressdo arterial sistélica de ratas WKY medidos por pletismografia (n=10) e
apos canulacédo (n=10). Os valores representam media £ EPM. *(p<0.05) em relacédo a medida por

plestismografia no tratamento com IP.
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5.5 - Respostas vasocongestivas induzidas por apomorfina em ratas conscientes

5.5.1 — Solugéo salina contendo acido ascorbico (veiculo para a apomorfina)

De modo geral, o nimero de respostas vasocongestivas de ratas que receberam apenas
0 acido ascorbico (via SC) foi maior no grupo das normotensas. Apés 15 dias de tratamento
com candesartana as fémeas SHR apresentaram de forma significativa mais respostas
vasocongestivas quando comparadas com as SHR que receberam apenas SEDDS ou que nédo
receberam tratamento.

Em relacdo as fémeas WKY, apds 15 dias de tratamento, registrou-se um numero
significativamente maior de respostas para o tratamento com ipriflavona, em comparagdo com

as que receberam apenas SEDDS, candesartana (2 mg/kg/dia) ou nenhum tratamento.
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Figura 19: Respostas vasocongestivas, apés administracdo de acido ascorbico (SC), de ratas SHR e
WKY (5-7 meses; n=7) tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (5
mg/kg para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg para SHR
- 30 mg/kg e 2 mg/kg para WKY). Os valores representam media £ EPM. *(p<0.05).
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5.5.2 - Apomorfina

Ap0s a administracdo de apomorfina (SC) foi possivel observar (figura 20) diferenca
significativa nas respostas vasocongestivas ap6s 30 dias de tratamento com candesartana e

ipriflavona apenas entre as linhagens WKY e SHR.

—

e

o 6 - Bl W KY SHR

o

— *

(5] I 1

fao)

=

O 4-

()]

[ e

o ]

(&b]

o

o 2= l l

>

- 1 [ [

o

(5]

o

o O0-

7% o w o = = w a = =

(B [ <C <C [ — <C <C

o- O &) &) ) &) &)
Ll + LLl +
wn o wn o

I0I | 15 dias | | 30 dias |

Figura 20: Respostas vasocongestivas, apés administracdo de apomorfina (SC), de ratas SHR e WKY
(5-7 meses; n=7) tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (5 mg/kg
para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg para SHR — 30
mg/kg e 2 mg/kg para WKY). Os valores representam media £ EPM. *(p<0.05).
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5.5.3 - Acido ascorbico X Apomorfina

Comparacdo (figura 21) entre as respostas vasocongestivas induzidas por apomorfina e
respostas observadas em animais que receberam apenas a solucdo de acido ascorbico
(controle).
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Figura 21: Comparativo das respostas vasocongestivas (apds administracdo subcuténea de é&cido
ascorbico e apomorfina) de ratas SHR e WKY (5-7 meses; n=7) tratadas com veiculo (SEDDS),
ipriflavona (30 mg/kg), candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com
candesartana (30 mg/kg e 5 mg/kg para SHR - 30 mg/kg e 2 mg/kg para WKY). Os valores
representam media + EPM. *(p<0.05)

5.6 - Lubrificacdo vaginal

Os dados referentes a lubrificagdo vaginal basal demonstram (figura 22) que ha uma
diferenga significativa no processo de lubrificagdo entre animais normotensos (WKY) e
hipertensos (SHR) que nédo receberam tratamento farmacologico (apenas SEDDS). Também
foi possivel observar um perfil de resposta pds-estimulo consideravelmente maior para as

fémeas WKY que receberam veiculo ou candesartana 2 mg/kg.
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Figura 22: Variacgdes na lubrificacdo vaginal basal (g) e sob estimulacao elétrica do nervo pélvico de
ratas SHR e WKY (5-7 meses; n=6) tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg),
candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5
mg/Kg para SHR - 30 mg/kg e 2 mg/kg para WKY). Os valores representam media + EPM.
*(p<0.05).
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5.7 - Temperatura intravaginal

A variacdo da temperatura intravaginal durante o procedimento de estimulo do nervo
pélvico foi maior e significativa apenas para o grupo SHR tratado com ipriflavona, em

comparacdo com o grupo SHR tratado com ipriflavona e candesartana (figura 23).
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Figura 23: Variacdo da temperatura intravaginal (°C) induzida pela estimulagdo do nervo pélvico
em ratas SHR e WKY (5-7 meses; n=7) tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg),
candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/kg e 5
mg/kg para SHR - 30 mg/kg e 2 mg/kg para WKY). Os valores representam media £ EPM.
*(p<0.05).

5.8 - Presséo intravaginal

A forca de contracdo intravaginal, induzida por estimulacdo do nervo pélvico,
apresentou (figura 24) diferenca significativa entre os diversos tratamentos. E possivel
observar que as ratas normotensas (WKY) apresentaram um perfil de resposta
consideravelmente maior em relagdo as hipertensas (SHR), apds receber SEDDS por gavagem
durante 30 dias. A pressdao intravaginal das fémeas SHR tratadas com ipriflavona foi
significativamente maior em relacdo aos outros esquemas de tratamento.

Além disso, as fémeas normotensas (WKY) apresentaram melhor resposta para o
tratamento com ipriflavona e candesartana quando comparadas com as tratadas apenas com

candesartana.
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Figura 24: Mudangas na pressdo intravaginal (mmHg) induzida pela estimulacdo do nervo
pélvico em ratas SHR e WKY (5-7 meses) tratadas com veiculo (SEDDS), ipriflavona (30 mg/kg),
candesartana (5 mg/kg para SHR e 2 mg/kg para WKY) e ipriflavona com candesartana (30 mg/Kg e
5 mg/kg para SHR - 30 mg/kg e 2 mg/kg para WKY). Os valores representam media + EPM
*(p<0.05).

5.9 - Avalicao do perfil lipidico e dos indicadores da fungao hepética

A tabela abaixo apresenta os valores das enzimas transaminase glutdmico-oxalacética
(TGO) e transaminase glutamico-piravica (TGP) e dados referentes ao perfil lipidico. Néo
foram observadas diferencas significativas em relacdo aos valores de TGO e TGP tanto
comparando-se 0s tratamentos quanto as linhagens. Em relacdo ao perfil lipidico, as
diferencas significativas detectadas estdo relacionadas as linhagens. Os tratamentos néo

influenciaram de forma significativa nos niveis de colesterol, triglicérides, HDL e LDL.
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Tabela 1: Dados bioguimicos de enzimas hepaticas e perfil lipidico de ratas SHR e WKY
(média de 5 determinacdes £ EPM)

Tratamento/grupo ALT (TGP) AST (TGO) COL HDL TRIG LDL
Ul/L mg/dI mg/dI mg/dl mg/dI mg/dI
IP 139,6 + 10,9 |1120,8 + 120,5|44,6 + 4,0(32,6 + 52|87,6 = 22,0 |54 + 2,0
CAN SHR [608 + 4436 |1598,8 + 5859 |47,4 =+ 43 (43,8 £ 3,7 426 + 206 |44 + 24
IP + CAN 246 *+ 84,3 1351 + 240,1 |54,9 + 52475 + 43(595 + 24,1 |48 £ 2,7
SEEDS 2185 + 49,6 |1309,5 + 114,7|77,8 + 6,8|54,8 + 3,8(141,8 + 493 |52 + 2,4
IP WKY 190,5 + 13,7 |1596,2 + 131,1|73,7 + 3,8|57,3 + 19| 98,2 + 283 |32 + 1,8
CAN 225,8 + 118,4|1155,3 + 369,7 |79,0 + 6,9 61,8 + 52 85,6 £ 30,5 1,0 £ 0,3
IP + CAN 185,8 + 37,0 |1371,2 + 348,1|83,0 + 4,7|59,4 + 3 |128,8 + 555|1,6 = 0,7

5.10 - Avaliacao dos parametros hematoldgicos

As tabelas abaixo apresentam os valores encontrados para 0s hemogramas (tabela 2) e
para a contagem diferencial de glébulos brancos (tabela 3) das ratas WKY e SHR. Nao foram
observadas diferencas significativas em relacdo aos parametros avaliados para cada
tratamento e linhagem, indicando que os tratamentos n&o interferiram no perfil hematologico

das fémeas SHR

e WKY.

Tabela 2: Hemograma de ratas SHR e WKY (média de 4 determinacgdes + EPM)

Grupo/Tratam. Leuc. Heem. Hemog. | Hemat. VCM HCM CHCM Plag.
(103/mL) | (10°/mL) | (g/dL) (%) (fL) (p9) (o/dL) (103/mL)
IP 3,0£0,1 6,1+2,2|11,0+0,8 | 30+£0,21| 52,8+10,2| 18,0+1,2|34,1+2,2| 479,5+60,1
SHR |CAN 5,6+1,1 5,1+1,3| 8,9+0,4| 30+0,14 | 50,6+6,20 | 17,3+2,2|34,2+4,2 | 514,8+60,0
IP+CAN 3,3+0,4 5,3+0,7| 9,1+1,2| 30+0,11 | 51,0+4,12| 17,2+1,4|33,6+£7,5| 383,1+82,2
SEDDS 5,4+0,4 6,1+1,1|11,4+2,2| 33+0,11 | 54,2+11,3| 18,6+0,1|34,3+1,1| 349,0+99,3
wky [IP 5,3+1,5 5,8+0,8|10,84+2,4 | 31+0,13 | 54,2+8,40 | 18,7+4,2|34,2+0,8 | 313,5+40,1
CAN 3,9+0,1 6,0+1,6 | 11,7+2,7 | 33+£0,30 | 55,8+4,25| 19,545,2|35,1+4,2 | 329,2+45,2
IP+CAN 3,1+0,2 5,0+1,3| 9,1+0,4| 30+0,16 | 53,8+8,10 | 18,2+3,2|33,7+£7,7 | 222,0+30,9

Tabela 3: Comparacao de contagens diferenciais de glébulos brancos entre ratas SHR e WKY
(média de 4 determinacdes £ EPM)

Grupo | Tratamento Linfocito | Neutrofilo | Basofilo | Eosindfilo | Mondcito
(%) (%) (%) (%) (%)
IP 60+3,1 37+0,4 0 2 1+0,34
SHR |CAN 60+1,7 40+4,4 0 0 0
IP+CAN 65+0,7 32+0,1 1+0,1 0 2+1,4
SEDDS 72+2,1 20+0,5 0 7+2,7 1+0,11
WKY IP 80+1,7 19+0,2 0 0 1+2.4
CAN 70+3,3 27+1,4 0 0 3+0,3
IP+CAN 86+1,4 14+2,1 0 0 0
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6. DISCUSSAO

Através do monitoramento do ciclo estral, metodologia muito aplicada em estudos que
envolvem a funcdo neuroendocrina e que é executada de forma pratica e ndo invasiva, foi
possivel observar as mudancas diarias da citologia vaginal de acordo com as alteracfes nos
niveis de estradiol. Tais niveis come¢am a aumentar em metaestro, atingindo niveis de pico
durante proestro e retornando a producao basal em estro (SMITH et al., 1975; SPORNITZ et
al., 1999). De modo geral, a duracdo do ciclo estral dos animais em estudo foi de 4 dias e ndo
foram observadas alteracGes na ciclicidade das ratas (WKY e SHR), em todos os esquemas de
tratamento, indicando que os fa&rmacos em estudo ndo afetaram as fun¢des hormonais e o ciclo
de hipertrofia e descamacao uterina (figura 11).

A verificacdo da massa corporal de cada animal, realizada antes, apds 15 e 30 dias de
tratamento, permitiu o ajuste dos volumes de gavagem para que as doses corretas dos
farmacos fossem administradas (figura 12). As fémeas SHR ndo apresentaram variacdo
significativa de massa corporal. No entanto, as fémeas WKY tratadas com candesartana (2
mg/kg/dia) ou com ipriflavona associada a candesartana (30 mg/kg/dia e 2 mg/kg/dia)
apresentaram uma reducao significativa da massa corpral apds 15 dias de tratamento.

Inicialmente, sugere-se que essa reducdo de massa esteja relacionada a gavagem, visto
que tal metodologia pode interferir na alimentacdo dos animais e que, apés 30 dias de
tratamento e maior adaptacéo das ratas ao método, a massa corporal normalizou-se.

Em relacdo a pressdo arterial, medida por dois métodos distintos (pletismografia de
cauda e canulacdo da artéria femoral esquerda), foi possivel constatar que as ratas da
linhagem SHR apresentavam valores de PAM, pressdo sistdlica e diastdlica
significativamente maiores que das ratas WKY. A metodologia de pletismografia de cauda
utilizada neste estudo foi empregada para monitorar os niveis de pressdo arterial sistolica ao
longo do tratamento (0, 15 e 30 dias), por ser uma técnica ndo invasiva, de facil manuseio e
baixo custo. Verificou-se uma excelente correlacdo entre as medidas indiretas e diretas da
pressao arterial sistolica para o grupo de animais SHR, em todos os esquemas de tratamento
(figura 17). Apenas o grupo WKY tratado com ipriflavona apresentou diferenca significativa
entre os métodos (figura 18).

Nesse estudo, o tratamento com a ipriflavona néo alterou significativamente os niveis
pressoricos (figuras 13, 14 e 15). Estudos apontam a relacdo entre a redugdo dos niveis
estrogénicos com a elevacdo gradativa da PA (FORTEPIANI et al., 2003). Tal fato ocorre de
forma relevante em ratas senescentes menopausadas. Considerando-se que as ratas deste
estudo estavam em idade fértil e ciclando corretamente, ndo foram observadas modificagdes

na PA por influéncia da ipriflavona.
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Ja o tratamento com a candesartana (5 mg/kg), associado ou ndo com a ipriflavona (30
mg/kg), reduziu consideravelmente a pressdo arterial das fémeas SHR (figuras 13, 14 e 15).
Tal resultado era esperado, considerando-se o potencial terapéutico da candesartana na
diminuicdo e controle da hipertenséo. Ressalta-se que o grupo SHR tratado com ipriflavona
associada a candesartana, apés 30 dias, apresentou pressao arterial significativamente menor
em relacdo as ratas normotensas (WKY) que receberam apenas o veiculo (SEDDS) por 30
dias (BANDYOPADHYAY, 2013; MORAES, 2013).

Apos 0 15° e 30° dia de tratamento, a pressao arterial das fémeas normotensas WKY,
que receberam candesartana (agora na dose de 2 mg/kg), apresentou reducdo significativa,
quando comparada com 0s grupos tratados apenas com ipriflavona ou veiculo.

Inicialmente, as ratas WKY, foram tratadas com candesartana na dose de 5 mg/kg/dia
(dose também administrada para a linhagem SHR). Porém, apés 10 dias de tratamento, as
fémeas WKY, além da perda de massa corporal e da reducdo consideravel da PA (dados ndo
mostrados), apresentaram pelos arrepiados, manchas acobreadas e escuras nas patas e na
cauda e respiracdo ofegante. Todos os animais desse grupo morreram entre 0 15° e o0 20° dia
de tratamento. A necropsia dos animais revelou alteraces no figado (fridvel e com coloragéo
amarelada), rins palidos e retraidos, glandula adrenal aumentada, pulmdo aumentado com
sufusdo (acumulo de liquido) e, em alguns animais, pulméao direito em estagio de hepatizacao
(termo que indica consolidacdo inflamatoria dos pulmdes devido a aparéncia e a textura do
figado, indicando estado crénico). Foram retirados baco, rins, figado, glandula adrenal,
pulmao, esbfago, traqueia, estbmago, coracdo e ceco para futuras analises histopatoldgicas
(6rgaos armazenados em formalina 10%).

Os achados da necropsia sugerem que a hipotese mais provavel seria de que esses
animais evoluiram para um quadro clinico de complicagdes cardiorrespiratérias por
consequéncia da reducdo consideravel da pressdo arterial, apés o tratamento com
candesartana veiculada em SEDDS na dose de 5 mg/kg/dia. Acredita-se que a formulacdo em
estudo tenha propiciado maior biodisponibilidade da candesartana que, somada a maior
afinidade deste farmaco aos receptores AT; e acdo inibidora do sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA) mais prolongada (BANDYOPADHYAY, 2013), tenha causado a
reducdo brusca da PA dos animais normotensos e queda na taxa de perfusdo tecidual e
faléncia maltipla de véarios 6rgaos vitais.

Devido a debilidade e morte dos animais WKY tratados com candesartana na dose de
5 mg/Kg/dia, decidiu-se reduzir a dose para 2 mg/kg/dia para que fosse possivel retomar 0s

estudos com as ratas WKY que jé estavam em idade ideal para a execucdo dos tratamentos e
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testes. Os estudos com as ratas SHR ja tinham sido concluidos e nesse momento o laboratério
ndo dispunha de mais ratas dessa linhagem, introduzindo assim uma falha no protocolo.

A frequéncia cardiaca foi significativamente maior para as fémeas SHR que receberam
SEDDS em relacédo as fémeas WKY que também receberam SEDDS. Tal dado corrobora com
as informacg6es descritas na literatura, onde animais SHR apresentam frequéncia cardiaca
elevada por volta da 3% semana de vida, correlacionando-se positivamente com 0s niveis de
pressao arterial atingidos até a 62 semana de vida (DICKHOUT et al., 1998; FAZAN, 2001).
N&do foram observadas diferencas significativas na frequéncia cardiaca em funcdo dos
diversos tratamentos para ambas as linhagens.

Em relacdo ao SEDDS (figuras 9 e 10), foi possivel observar uma elevacdo do
tamanho de suas particulas ap6s a incorporacdo dos farmacos (variando de 200 a 450 nm)
com indice de polidispersdao entre 0,3 e 0,4. O aumento de tamanho ndo interfere na
estabilidade do sistema (nanoemulsdes), porém, indices de polidispersdo acima de 0,3 podem
indicar problemas de estabilidade com possiveis processos de agregacdo das particulas e
sedimentacdo. Ainda assim, tendo em vista sua aplicacdo por via oral, os indices de
polidispersdo determinados sdo aceitaveis e satisfatorios (GURSQY e BENITA, 2004).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que essa formulacdo aqui
utilizada propicia uma maior taxa de liberacdo in vitro (LEAO, 2009) e maior
biodisponibilidade oral da ipriflavona em ratas (RODOVALHO et al, dados ainda nao
publicados). Serdo necessarios mais estudos em relacdo a capacidade de liberagcdo e aumento
da biodisponibilidade dos demais farmacos e suas combinacdes, veiculados nessa formulacao
de SEDDS, usados nesse estudo.

A avaliacdo da resposta sexual em ratas conscientes foi feita por meio de
monitoramento das respostas vasocongestivas, causadas pelo aumento de fluxo sanguineo
para a regido pélvica, com consequente erecdo clitoriana, induzidas pela administracdo de
apomorfina (80 pg/kg). Essa metodologia tem sido demonstrada em diversos estudos e
aplicada por nosso grupo de pesquisa (BERRARY, 2003; HANNAN et al., 2006).

O processo de excitacdo central, estimulado pela apomorfina ocorre devido sua agao
agonista dopaminérgica ndo seletiva, comprovando a importdncia do papel das vias
dopaminérgicas no controle central da excitacdo sexual através da ativacdo dos receptores
centrais dopaminérgicos D4 e dos receptores periféricos D2 (CHEN et al., 1999; SENBEL,
2011; STIEF, 2003).

Os dados referentes as respostas vasocongestivas, tanto para 0s grupos que receberam
apenas o acido ascorbico (salina 0,9% contendo acido ascérbico 0,1% - controle) quanto para

0s grupos que receberam apomorfina (solucdo de 80 pg/mL de salina 0,9% contendo &cido
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ascorbico 0,1%) mostraram, claramente, que 0s animais normotensos possuem um melhor
perfil de resposta sexual quando comparados aos animais hipertensos.

Esses resultados corroboram estudos anteriores que mostram que a hipertenséo afeta o
sistema vascular da genitalia podendo causar uma reducdo no fluxo sanguineo e na secrecao
de muco vaginal, provocando, consequentemente, a disfuncdo sexual (KAYA et al.,
2007). Dados da literatura sugerem que a hipertensao arterial pode estar associada ao aumento
da disfuncédo sexual nas mulheres, incluindo complicagcbes como: desejo sexual e excita¢do
reduzidos, lubrificacdo inadequada, dificuldade de atingir o orgasmo, dispareunia e falta
de satisfacdo sexual (OKEAHIALAM e OBEKA, 2006).

Neste estudo, ndo foi observado o aumento estatisticamente significativo das respostas
vasocongestivas induzidas por apomorfina, apés 15 ou 30 dias, para todos os esquemas de
tratamento envolvendo ipriflavona. Tal fato foi inesperado, visto que estudos anteriores de
nosso grupo obtiveram bons resultados em relacdo ao tratamento crénico de fémeas castradas
e fémeas SHR jovens ou senescentes com ipriflavona (RODOVALHO et al. e MARTINS et
al., dados néo publicados). Todos os testes com apomorfina foram realizados na fase de estro
que, geralmente, apresenta maior nimero de respostas vasocongestivas (BERRARY, 2003).

Assim, a falha em obter melhora no padrdo de respostas vasocongestivas apds
tratamento com ipriflavona pode ser atribuida talvez a um numero insuficiente de animais
testados, a falha do experimentador na leitura das respostas (pouco provavel) ou ao estresse
dos animais devido a alteracbes bruscas de temperatura, ruidos elevados nas salas de
manutencdo e/ou experimentacdo ou perda do controle do ciclo claro-escuro na sala de
manutencao.

As variacOes observadas em relacdo a lubrificacdo vaginal mostram que o perfil de
resposta de excitacdo sexual dos animais normotensos foi maior em relagcdo aos animais
hipertensos, indicando novamente a interferéncia da hipertensdo no processo de resposta
sexual. Ressalta-se que anormalidades estruturais e funcionais nos 6rgdos genitais tém sido
relatadas por pacientes hipertensas (KOCHAR et al, 1999; DUNCAN et al., 2001). O
relaxamento vascular adequado é necessario para atingir uma lubrificacdo vaginal e
ingurgitamento clitoriano apropriados e, alteragdes morfoldgicas sdo fatores importantes na
génese de disfuncdo sexual feminina, em pacientes com elevada pressdo sanguinea
(DUNCAN et al., 2001).

Nesse estudo ndo foi observada melhora estatisticamente significativa na lubrificacéo
apos os diversos tratamentos. Tal resultado foi mais uma vez inesperado, uma vez que ja tinha
sido observado anteriormente que a lubrificacdo vaginal aumenta apds o tratamento crdnico

de fémeas castradas e fémeas SHR jovens ou senescentes com ipriflavona (RODOVALHO e
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cols. e MARTINS e cols.,, dados ndo publicados). As justificativas para a néo
reprodutibilidade dos dados pode da mesma forma, atribuida a um namero insuficiente de
animais testados, as diferentes condi¢Ges dos animais utilizados ou mesmo as condi¢des do
ambiente durante o experimento.

Nesse estudo nédo foi observado aumento estatisticamente significativo da variacdo da
temperatura intravaginal apos estimulo do nervo pélvico para os diversos tratamentos. A
variacdo da temperatura seria um indicador indireto do aumento de fluxo sanguineo para a
regido pélvica. Nesse caso, a variacdo pode ter sido mascarada por uma variagdo na
temperatura ambiente e consequente perda de calor pela rata que estava anestesiada e com
parte da pelve exposta. Inesperadamente foi observada uma reducéo significativa da variacao
de temperatura apenas para o grupo SHR tratado com ipriflavona e candesartana, comparado
com o grupo tratado com ipriflavona. Novamente, talvez o nimero de animais estudado e/ou
as condi¢des de experimentacdo tenham impedido uma resposta favoravel de melhora da
funcdo sexual apds tratamento com a ipriflavona.

A presséo intravaginal apresentou elevacao significativa nos grupos que receberam o
tratamento com ipriflavona 30 mg/kg por 30 dias. E provavel que essa resposta seja
consequéncia da acdo do NO que promove a elevacdo da circulacdo sanguinea e fortalece a
musculatura lisa vaginal (STERNBERG et al., 1995). Apds andlise dos dados referentes a
pressdo intravaginal, constatou-se diferenca significativa entre o grupo tratado apenas com
ipriflavona (WKY) e o grupo tratado com a associacao de ipriflavona e candesartana (WKY).
Diante dessa resposta, sugere-se que a ipriflavona é o fator que interfere positivamente no
processo de resposta sexual. Tal fato torna-se relevante ao considerar-se que o tratamento com
ipriflavona foi capaz de melhorar a pressdo intavaginal em ratas hipertensas que sabidamente
apresentam disfuncdo sexual, assim como em ratas normotensas tratadas com candesartana.

De modo geral, a candesartana ndo influenciou (negativamente e positivamente) os
processos de resposta de excitacdo sexual, confirmando-se o fato de que tal farmaco é
interessante para o tratamento de hipertensos, sem prejudicar ou melhorar a resposta sexual
em homens e em ratos (YAMAMOTO, 2003; NEVES, 2011).

Esperava-se uma melhora nas respostas vasocongestivas e de excitagdo sexual em
relagdo aos animais SHR tratados com candesartana visto que dados da literatura mostraram
respostas satisfatdérias em mulheres tratadas com irbesartana. Esse farmaco pertencente a
classe dos ARA proporcionou um meio hormonal e oxidativo favoravel para a fungdo sexual
em mulheres hipertensas (MA et al, 2012). Além disso, estudos de nosso grupo de pesquisa
demonstraram melhora significativa da resposta sexual em machos hipertensos (modelo
DOCA-sal) tratados com candesartana (NEVES, 2011).
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Diante disso, é valido inferir que as causas da hipertensdao, bem como o grau de
hipertensdo podem estar relacionados ao surgimento e nivel de disfuncdo sexual tanto em
machos quanto em fémeas. A hipertensdo de ratas SHR estd diretamente relacionada a
elevada resisténcia vascular periférica, consequente de alteracbes vasculares presentes nas
primeiras semanas de vida do animal. Sendo assim, é possivel que o tratamento com
candesartana por apenas 30 dias ndo tenha sido suficiente para promover alterac6es positivas
na resposta sexual (FAZAN et al, 2001; FORTEPIANI et al, 2003).

Outro fator relevante sobre o uso de ARA e a resposta sexual envolve o aumento do
vasodilatador ANG-(1-7) em fémeas tratadas com candesartana (ZIMMERMAN et al., 2014).
A elevacdo de ANG-(1-7), formada via ECA2, pode estar relacionada ao processo de
vasodilatacéo via liberacdo de NO (SANTOS et al., 2008; COSTA, 2011).

A dosagem sérica de aminotransferases (aspartato aminotransferase - AST/TGO e
alanina aminotransferase - ALT/TGP) possibilita a determinacdo do aumento da atividade
hepéatica, caso seus niveis estejam elevados no sangue. Tal elevacdo pode ter causa
medicamentosa e, devido ao extenso metabolismo de primeira passagem dos farmacos em
estudo. N&o foi observada diferenca estatistica em nenhum dos grupos tratados (SEDDS,
ipriflavona, candesartana ou ipriflavona associada a candesartana) quanto a dosagem de TGO
e TGP, o que sugere uma auséncia de hepatotoxicidade. Ressalta-se que os valores elevados
encontrados para as enzimas TGO e TGP diferem de dados anteriores do laboratorio e podem
estar relacionados a administracdo de anestesia para os procedimentos de canulacdo e
estimulo do nervo pélvico, antes da eutanésia e coleta de sangue.

Pelos dados encontrados em nosso laboratério, considera-se que o veiculo (SEDDS) e
tratamento crénico com ipriflavona ndo causam alteracbes significativas nos niveis de
enzimas marcadoras de funcdo hepética e nem alteracBes histoldgicas, sugerindo baixa ou
nenhuma hepatotoxicidade.

O tratamento crénico por 30 dias com ipriflavona, candesartana ou a combinacdo dos
mesmos, veiculadas em SEDDS ndo afetaram significativamente o perfil lipidico e nem os
parametros hematoldgicos das ratas SHR e das ratas WKY. Tais resultados sugerem mais
uma vez baixa ou nenhuma toxicidade sobre o metabolismo lipidico/lipoproteico, assim como

para o sistema hematopoiético.
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7. SUMARIO E CONCLUSAO

e Foi possivel verificar que o processo de resposta sexual em ratas é comprometido pela
hipertensao arterial;

e A candesartana nédo influenciou de forma negativa o processo de resposta sexual das
fémeas e foi eficaz na reducdo da pressdo arterial de animais SHR na dose de 5
mg/kg/dia;

e A administracdo da candesartana na dose de 5 mg/kg/dia, veiculada em SEDDS, para
animais WKY culminou na debilidade e morte dos mesmos ap6s possivel quadro de
deficiéncia cardiorrespiratoria;

e O SEDDS veiculou os dois farmacos em estudo de forma satisfatoria, porém, sédo
necessarios mais estudos para avaliar o perfil de liberacdo dos farmacos nessa
formulacéo;

e A ipriflavona apresentou consideradvel potencial na melhoria das respostas de
excitacdo sexual apds analise da variacdo da temperatura e pressdo intravaginal. Além
disso, fémeas WKY tratadas com ipriflavona e candesartana por 30 dias apresentaram
respostas vasocongestivas, apds administracdo de apomorfina, significativamente
maiores que as fémeas que receberam apenas candesartana.

e N&o foram observadas alteracdes nos niveis de TGO e TGP indicando auséncia de
hepatotoxicidade.

e N&o foram observadas variagdes no perfil lipidico e dos parametros hematoldgicos

apés 0s tratamentos;

Nossos dados corroboram achados prévios de nosso laboratério obtidos em modelos de
ratas castradas e ratas SHR senescentes, sugerindo um papel de melhora da funcéo sexual em
fémeas para a ipriflavona veiculada em um sistema autoemulsionavel de entrega de farmacos.
O tratamento concomitante com candesartana, nas doses utilizadas e por um intervalo de 30
dias, parece ndo alterar esse efeito sobre a melhora da fungdo sexual, indicando que na pior
das hipdteses, ndo potencializa, mas também ndo prejudica o efeito da ipriflavona. Essa
formulacdo de ipriflavona veiculada em SEDDS pode ser atil ndo sé no tratamento da
osteoporose como vem sendo utilizado na clinica atualmente, como também para melhorar a
funcdo sexual de mulheres no periodo da menopausa/climatério, justificando a importancia
deste trabalho como um avanco na busca de alternativas para a terapia de reposi¢édo hormonal

convencional.
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