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RESUMO

Recentes estudos relatam que o citrato de sildenafil, um inibidor da fosfodiesterase-5
(PDE-5), amplamente usado no tratamento da disfuncao erétil, provoca vasodilatagdo e
ativacao simpatica reflexa, os quais podem elevar o risco cardiovascular. Entretanto, seus
efeitos no controle parassimpatico vagal cardiaco, no contexto da hipertensdo arterial ndo
estdo muito bem elucidados. Os objetivos do presente trabalho foram avaliar os efeitos do
tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre as propriedades de transdugdo dinamica
do nervo vago cardiaco em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e ratos normotensos
Wistar-Kyoto (WKY). Para tal, trinta e nove ratos SHR e WKY machos com idade em
torno de 20 semanas foram divididos em quatro grupos experimentais: grupo WKY
controle (n=9); grupo WKY tratado (n=10); grupo SHR controle (n=10) e grupo SHR
tratado (n=10). Apos serem anestesiados, todos os animais foram submetidos a cirurgia de
canulacdo da artéria carotida esquerda (para registro direto da pressao arterial) e
isolamento do nervo vago cervical direito (para estimulacdo elétrica). Apds registro basal
por 5 minutos e administragdo de propranolol (4 mg/Kg, i.v.), seguido de mais 5 minutos
de registro direto da pressao arterial, os animais tratados receberam citrato de sildenafil
(1mg/Kg, i.v.) e os animais controle receberam salina (1 mL/Kg). O protocolo de
estimulag¢do dinamica do nervo vago, na faixa de freqiiéncia de 0,1 - 2,0Hz, foi realizado e
analisado por meio de analise funcdo de transferéncia, o qual permitiu estimar a coeréncia,
desvio de fase e magnitude da funcdo de transferéncia nas faixas de baixa (low frequency-
LF=0,1-0,8Hz) e alta freqiiéncia (high frequency-HF=1,0-2,0Hz). O tratamento com
sildenafil provocou significativa hipotensdo arterial em ambos os animais normotensos e
hipertensos, sendo a magnitude da mesma mais intensa nos animais hipertensos. Nestes

animais, a marcada hipotensdo foi acompanhada de uma discreta resposta taquicardica, a



qual ndo se manifestou nos animais normotensos. Em relagdo ao protocolo de estimulagdo
elétrica dindmica do nervo vago cardiaco, embora a magnitude da resposta a estimulagado
vagal dos animais SHR salina apresentasse valores significativamente maiores
(20,94+4,06ms/Hz na faixa LF e 11,1+2,4ms/Hz na faixa HF), em compara¢ao aos ratos
WKY salina (12,144,3ms/Hz em LF e 3,9+2,5ms/Hz em HF, p<0,05), o tratamento com
citrato de sildenafil ndo modificou os valores de magnitude da fungdo de transferéncia,
bem como coeréncia e desvio de fase em ambos os grupos de animais SHR ou WKY. Estes
dados indicam que o tratamento com citrato de sildenafil, seja em ratos normotensos, seja
em ratos hipertensos, ndo modifica as propriedades de transducao dindmica no nervo vago
cardiaco periférico, sugerindo que a fosfodiesterase-5 ndo desempenha um papel

significativo na modulac¢do dindmica da fun¢do vagal cardiaca periférica em ratos.
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ABSTRACT

Recent data have reported that sildenafil citrate, an inhibitor of phosphodiesterase-5
(PDE-5), widely used in the treatment of erectile dysfunction, causes vasodilation and
reflex sympathetic activation, which may enhance cardiovascular risk. However, the
effects of sildenafil citrate on cardiac vagal parasympathetic control, in the arterial
hypertension context, have not been yet elucidated. The aim of the present study was to
evaluate the effects of the acute treatment with sildenafil citrate on the dynamic
transduction properties of the cardiac vagus nerve in spontaneously hypertensive rats
(SHR) comparing with their normotensive controls, the Wistar-Kyoto (WKY) rats. Thirty
nine male 20-weeks old rats were divided in four experimental groups: group WKY
control (n=9); group WKY treated (n=10); group SHR control (n=10) and group SHR
treated (n=10). All animals, after anesthesia with sodium pentobarbital (40 mg/Kg, i.p.),
were submitted to surgical procedure in order to implant canula into the left common
carotid artery (for arterial blood pressure recordings) and isolation of right cervical vagus
nerve (for electrical stimulation). After baseline recording during five minutes followed by
propranolol administration (4 mg/Kg, i.v.) and another 5 minutes arterial pressure
recording period, the animals, according to their groups, received sildenafil citrate
(1mg/Kg, i.v.) or saline (1 mL/Kg). The dynamic stimulation of vagus nerve, in the
frequency ranges from 0,1 to 2,0Hz, was performed and analyzed by means of transfer
function analysis, which permit to calculate in the frequency domain the coherence, the
phase shift and the magnitude of the transfer function between nervous stimulus (input
signal) and pulse interval response (output signal) in the low (LF=0,1-0,8Hz) and high
frequency ranges (HF=1,0-2,0Hz). The acute treatment with sildenafil citrate caused a

significant arterial hypotension in both normotensive and hypertensive animals, being



more intensive in hypertensive animals. In these animals, the marked arterial hypotension
was associated to a light tachycardic response, which was not observed in normotensive
rats. Regarding to dynamic electrical stimulation of the cardiac vagus nerve, although the
transfer function magnitude (dynamic gain) in control SHRs was higher (20,9+4,06ms/Hz
in LF range and 11,1+2,4ms/Hz in HF range) than that observed in control WKY rats
(12,1+4,3ms/Hz in LF range and 3,9+2,5ms/Hz in HF range, p<0,05), the treatment with
sildenafil citrate was not able to change the values of transfer function magnitude, as well
as coherence and phase shift in both SHR and WKY rats. These data indicate that acute
sildenafil citrate, in both normotensive and hypertensive rats, does not modify the dynamic
transdution properties of the peripheral cardiac vagus nerve, suggesting that
phosphodiesterase-5 does not play a significant role in the dynamic modulation of the

peripheral cardiac vagal parasympathetic function in rats.
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1. INTRODUCAO

Considerada um dos maiores problemas de satde publica no mundo ocidental, a
hipertensao arterial sistémica (HAS) ¢ um dos mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (AMERICAN HEART ASSOCIATION,
1996). Sendo uma sindrome clinica freqiientemente observada na populagdo adulta, sua
prevaléncia estd estimada em 15-20%. Cerca de 11% a 20% desta populacao adulta nos
paises desenvolvidos, com idade superior a 20 anos, sdo portadores de HAS, mas somente
50% desses pacientes sabem de sua doenca (SANTELLO et al., 1996). Estudos realizados
nos Estados Unidos revelam que 25% de sua populagdo ¢ hipertensa e, ao que parece, o
Brasil estd caminhando para estatisticas semelhantes. A estimativa mundial de que 50%
das mortes na populagdo, com idade acima de 50 anos, deve-se a doencas do aparelho
cardiovascular ¢ também aplicavel ao Brasil. E, isoladamente, a HAS incide como um dos
mais importantes fatores de risco em 80% dos casos de insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia
corondria, acidente vascular cerebral e insuficiéncia vascular periférica. (MION JR. et al.,
1994).

Apesar de importantes avangos no entendimento de varios aspectos de sua
fisiopatologia e da existéncia de diversas modalidades terapéuticas altamente efetivas, o
numero de pacientes hipertensos ainda sem diagnostico ou com tratamento ineficaz ¢
alarmante (AMERICAN HEART ASSOCIATION, 1996). Além do mais, ainda falta muito
por ser investigado para que se conheca bem a patogénese da hipertensdo arterial,
reconhecidamente de origem multifatorial.

Um enorme arsenal terapéutico dotado de grande eficdcia no tratamento desta
sindrome e de suas conseqiiéncias estd atualmente disponivel com grande impacto positivo
na qualidade de vida e, conseqiientemente, na reducdo da mortalidade de individuos

hipertensos (GANTEN & JONG, 1994). Além de intervengdes farmacologicas, medidas
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higieno-dietéticas e comportamentais também fazem parte do arsenal terapéutico
disponivel. Como exemplos, podem-se incluir nesta categoria a redugdo da ingestdo de sal,
reducdo do tabagismo e alcoolismo, controle da obesidade, reducdo do stress diario,
pratica regular de exercicios fisicos, dentre outros. (GANTEN & JONG, 1994)

Modelos experimentais envolvendo doengas que afetam o funcionamento normal
do sistema cardio-circulatério sdo comumente utilizados em estudos da fisiologia
cardiovascular e tém contribuido em muito para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na elevacdo da pressdo arterial (PA) e também no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais eficazes para o controle dos niveis tensionais elevados
(FAZAN JR. et al., 2001). Perturbagdes da normalidade podem servir como instrumento de
avaliagdo da fisiologia normal.

Virios modelos experimentais envolvendo alteragdes do sistema cardiovascular sdo
amplamente estudados, entre eles: modelos de hipertensdo arterial, modelos de isquemia
e/ou infarto do miocardio, modelos de insuficiéncia cardiaca, entre outros. Neste contexto,
um modelo em especial merece destaque: o modelo de hipertensdo espontdnea em ratos
(ratos espontaneamente hipertensos — SHR).

Desenvolvido originalmente em 1963 em Kyoto no Japdo, a partir de endo-
cruzamentos seletivos de ratos da cepa Wistar (OKAMOTO, 1966; OKAMOTO & AOKI,
1963) este modelo ¢, talvez, o mais utilizado e estudado na literatura. Sua importancia tem
sido creditada a similaridade da sua patogenia com a HAS essencial humana, embora
algumas ressalvas devam ser feitas, tais como: 1) o reconhecimento da improbabilidade de
que tais formas de hipertensdo espontdnea tanto no rato como no homem, sejam a
expressdo de uma mesma doenca hipertensiva determinada geneticamente; 2) ambas t€ém

origem poligénica e sdo influenciadas por diversos fatores ambientais; 3) sendo o controle

15
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cardio-circulatorio multifatorial, certos mecanismos pressores niao se expressam,
necessariamente, em ambas as situacdes. (TRIPPODO & FROHLICH, 1981)

Os SHR iniciam o desenvolvimento de HAS com aproximadamente 04 semanas de
idade, apresentando niveis tensionais considerados hipertensivos ja entre a 7* e a 15%
semanas, atingindo um platd entre a 20" e a 28" semanas. A partir desta idade, a
hipertensdo se estabiliza aproximadamente até 1 a 1,5 anos de idade, quando os animais
come¢am a desenvolver um quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva, associada a uma
elevada taxa de mortalidade. Fatores ambientais tais como ingestdo exagerada de sodio,
estresse, alteracdes sociais, alteracdes no ciclo claro-escuro, etc., afetam o
desenvolvimento da hipertensdo. (YAMORI, 1994)

Os mecanismos associados aos niveis tensionais elevados sdo decorrentes de uma
consideravel elevacdo na resisténcia periférica total (RPT), acompanhados de um débito
cardiaco normal ou até mesmo reduzido. Uma das principais responsaveis pela elevacao da
resisténcia periférica total ¢ a marcada hiperatividade simpatica (IRIGOYEN et al., 2000;
JUDY et al., 1976), que se constitui em uma das caracteristicas mais importantes dos SHR
(FAZAN JR. et al., 2001; JUDY et al., 1976)

O controle neural cardiovascular exercido, fundamentalmente, pelo sistema nervoso
autonomo (SNA), encontra-se profundamente alterado na HAS e esta associado a génese
dos niveis tensionais elevados, bem como de inimeros distirbios associados a hipertensao,
tais como, hipertrofia, insuficiéncia e arritmias cardiacas, morte subita, etc. (FAZAN JR. et
al., 2001; IRIGOYEN et al., 2000)

Tem sido demonstrado que a hiperatividade nervosa simpatica cardiaca esta
presente nos SHR jovens (FAZAN JR. et al., 2001; ADAMS et al. 1989; McCARTY et al,,
1987; TUCKER & JOHNSON, 1984), e que essa hiperatividade pode desempenhar um

importante papel no desenvolvimento da HAS e da hipertrofia cardiaca (FAZAN JR. et al.,
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2001; HEAD & McCARTY, 1987; HOCKEL, 1976). Uma vez que a hipertrofia cardiaca
associada a hipertensdo arterial modifica marcadamente o fendtipo cardiaco
(SWYNGHEDAUW & BAILLARD, 2000) ¢ possivel que as respostas cardiacas a
estimulacdo simpdtica estejam modificadas, se comparadas aos animais normotensos
controles, obviamente sem hipertrofia. Entretanto, poucos sdo os estudos encontrados na
literatura relativos a esse assunto.

Em SHR jovens, anestesiados e artificialmente ventilados, a estimulagdo do nervo
simpatico cardiaco provocou uma resposta taquicardica semelhante a de ratos WKY de
mesma idade (MASUDA, 2000). Nao foram encontrados estudos em ratos SHR adultos
com hipertensdo ja estabelecida. Em um estudo de estimulacdo central de neurdnios
controladores do simpdatico vasomotor, localizados na regido rostral ventral lateral do
bulbo, Kuo & Yang (2000) demonstraram por meio de analise espectral cruzada, uma
resposta vasomotora periférica aumentada a estimulagcdo dindmica, dentro das faixas de
freqiiéncias fisiologicamente relevantes.

Por outro lado, a inervagdo vagal cardiaca em SHR, especialmente no nodo sinusal,
nao tem sido completamente explorada. Estudos anteriores usando o bloqueio vagal com a
metilatropina demonstram que os aumentos na freqiiéncia cardiaca (FC) foram maiores em
SHR que em ratos WKY de mesma faixa etdria (TUCKER & DOMINO, 1988;
OKAMOTO, 1966). Além do mais, o componente vagal da regulagdo barorreflexa da FC
foi incrementado em SHR jovens quando comparado aos WKY de mesma idade, ou seja, 6
semanas, conforme Head & Adams (1988), na qual as aferéncias barorreceptoras nao sao
diferentes entre as duas cepas (ANDRESEN & BROWN, 1980). Estas observacdes
sugerem que o controle vagal da FC pode estar aumentado em SHR jovens.

Estes resultados obtidos em SHR jovens contrastam com os poucos estudos de

funcdo vagal realizados SHR adultos, onde o componente vagal do controle barorreflexo
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da freqiiéncia estd marcadamente diminuido (MINAMI & HEAD, 2000), sugerindo que
existem mudangas na resposta vagal cardiaca durante o desenvolvimento da hipertensdo
neste modelo. Estudos de Ferrari et al. (1992) e Ferrari et al. (1991), usando estimulagdo
vagal direita em uma faixa limitada de idade (812 semanas), encontraram uma bradicardia
similar aos normotensos em ratos SHR de 8 semanas mas, significativamente maior, nos
SHRs de 12 semanas, sugerindo que a idade pode estar relacionada com as alteragdes na
atividade parassimpatica.

Um estudo similar realizado por Minami & Head (2000) foi incapaz de demonstrar
diferencas significativas nas respostas bradicardicas a estimula¢do vagal cardiaca entre
ratos SHR e WKY adultos. Estes autores sugeriram que o déficit barorreflexo cardiaco
observado em animais SHR provavelmente ndo ¢ dependente de uma disfungdo vagal
periférica.

Uma analise global dos trabalhos acima descritos permite concluir que em SHR, os
efeitos cardiacos da estimulacdo do nervo vago dirigido para o coragdo ndo estdo muito
bem esclarecidos. Em parte esta dificuldade pode residir no modo de estimulagdo dos
nervos autondmicos, onde faixas de freqiiéncias continuas variando de 1 a 64 Hz foram
empregadas, as quais ndo sao fisiologicas. A analise da ritmicidade do nervo autonémico,
tanto simpatico como parassimpatico, tem demonstrado que os disparos dos mesmos nao
sdo continuos de tempo e, sim, agrupados em trens de potenciais de acdo. As freqiiéncias
de ocorréncia desses trens variam fisiologicamente entre 0.01 a 10 Hz em ratos.
(MALPAS, 2002)

Estudos recentes sugerem que o Oxido nitrico (nitric oxide - NO) enddgeno
apresenta um importante papel no controle do sistema autondmico cardiovascular. O NO ¢
sintetizado através da L-arginina pela enzima 6xido nitrico sintase (nitric oxide synthase -

NOS), a qual tem trés isoformas: a NOS endotelial (NOS3) encontrada no endotélio
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vascular, nas plaquetas, miocardio e endocdrdio; a NOS neuronal (NOS1) expressa nos
tecidos do sistema nervoso e a NOS induzida (NOS2) expressa nos macrofagos e outras
células do sistema imunologico, apds estimulacdo imune. (MARLETTA, 1993)

Estudos experimentais sugerem que o NO atua como um neuromodulador ndo
somente dentro do sistema nervoso central (SNC), mas também dentro de vias
autondmicas periféricas, controlando a funcdo cardiaca ao provocar um aumento efetivo no
controle parassimpatico e uma inibicdo do controle simpatico da freqiiéncia cardiaca
(CHOWDHARY & TOWNEND, 1999). Segundo Tagawa et al. (1994), o NO tem
mostrado aumentar a atividade neuronal dentro do nucleo do trato solitario (NTS) bulbar (o
sitio de projecdo primério das fibras aferentes barorreceptoras), bem como aumentar a
atividade de motoneuronios vagais bulbares no nucleo motor dorsal do vago (sitio de
origem de um importante contingente de fibras parassimpaticas vagais cardiacas pré-
ganglionares), de acordo com Travagli et al. (1994).

Dados morfologicos evidenciaram que até 40% dos nervos cardiacos periféricos
intrinsecos expressam NOS neuronal (nNOS) (ARMOUR et al., 1995), incluindo as
terminagdes nervosas que inervam as regioes dos nos sino-atriais (ndé SA) e atrioventricular
(n6 AV) (KLIMASCHEWSKI et al., 1992). A NOS endotelial, por sua vez, tem sido
identificada dentro de cardiomi6citos do n6 SA e em capilares adjacentes (HAN et al,,
1998). O NO gerado nestes sitios autondomicos cardiacos periféricos parecem aumentar ndo
somente a resposta de freqiiéncia cardiaca a estimulagdo nervosa parassimpatica vagal
(CHOATE et al.,, 2001; HERRING & PATERSON, 2001; CONLON & KIDD, 1999;
ELVAN et al., 1997), mas também parecem aumentar o antagonismo parassimpatico das
respostas simpaticas cardiacas (atividade simpato-inibitdria indireta) (SEARS et al., 1998;
ELVAN et al., 1997). Além do mais, o NO parece inibir diretamente as respostas cardiacas

a estimulacdo simpatica em animais. (BALLIGAND, 1999)
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Estudos in vitro t€ém ainda mostrado que o NO pode também ter efeitos diretos nao-
neuralmente mediados sobre o n6 SA, aumentado a FC via estimulacao de correntes de
marcapasso I (MUSIALEK et al., 1997). Entretanto, este efeito direto observado in vitro
parece ser menos importante, uma vez que o mesmo nao tem sido descrito na maioria dos
estudos realizados in vivo com a inervagdo autondmica intacta. Assim, qualquer efeito
direto do NO sobre o n6 SA ¢ sobrepujado pelos efeitos opostos do NO sobre o controle
autondmico cardiaco. (CHOWDHARY et al., 2004)

Os efeitos diretos do NO sobre neuronios vagais cardiacos ou sobre cardiomidcitos
sdo mediados pelo nucleotideo GMPc (Guanosina Mono-Fostato Ciclico), sintetizada pela
Guanilato Ciclase apos ser ativada por nitrosilacdo mediada pelo NO. Os efeitos neuronais
e cardiacos do GMPc ndo sdo ainda muito bem conhecidos e recentemente foram alvos de
intenso estudo. Estimulacdo de receptores muscarinicos ativa NOS endothelial ligada a
cavéolas em cardiomidcitos (FERON et al., 1998). A geracdo de NO resultante provoca
uma inibicdo GMPc-dependente da corrente de entrada lenta de calcio (Icar), a qual pode
mediar pelo menos parcialmente a resposta bradicardica muscarinica. Nenhum efeito do
NO sobre correntes de saida de potassio operadas pela acetilcolina (via muscarinica direta)
foi evidenciado até o momento (HAN et al., 1998).

Por outro lado, doadores de NO ou mais especificamente, a tranfeccdo génica
adenoviral de NOS neuronal em atrio direito de cobaia foi capaz de aumentar a liberagao
GMPc-mediada de acetilcolina de terminagdes vagais em resposta a estimulagdo elétrica,
sugerindo um eventual efeito pré-sindptico da via NO-GMPc sobre a liberacdo neural de
acetilcolina no coragdo. (MOHAN et al., 2002; HERING & PATERSON, 2001)

Todos os achados descritos acima parecem evidenciar que um aumento da via da L-
Arginina-NO-GMPc no coragio poderia levar a um aumento na modulagdo parassimpatica

associada com redu¢do concomitante na modulacdo simpatica cardiaca, o que poderia ser
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de grande beneficio na redu¢do de risco cardiovascular de arritmias cardiacas graves e de
morte subita no contexto de inimeras doengas cardiovasculares que cursam com redugao
da atividade vagal e aumento da atividade simpdatica cardiaca, como a doenga arterial
coronariana, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo arterial sistémica. Véarias estratégias de
melhoria desta via tém sido estudadas, por exemplo, através de farmacos que provocam
uma acentuacdo da produgdo do NO, através da suplementacdo com L-arginina, regulagdo
da producdo da NOS endotelial, administragdo de estrégenos, de vitamina C e de
inibidores da fosfodiesterase-5 (PDE 5) como o sildenafil, que aumenta a
biodisponibilidade do GMPc. (CORBIN & FRANCIS, 1999)

Considerado um inibidor da fosfodiesterase-5 (PDE-5), o sildenafil faz parte de
uma classe de agentes vasodilatadores desenvolvidos para o tratamento da disfuncdo erétil,
além de possuir efeitos cardiovasculares importantes, pois age competindo com a PDE-5,
levando assim a uma redu¢do da degradacdo do GMPc, ocorrendo o aumento desse nos
tecidos, resultando em vasodilatagdo e, conseqlientemente, melhora da disfungdo erétil. A
enzima fosfodiesterase-5, responsavel pela degradacdo do GMPc, pode ser encontrada nos
corpos cavernosos, na parede das artérias pulmonares e corondrias, na parede das veias
sistémicas, nos musculos esqueléticos, visceras e musculos traqueobronquicos, cérebros,
retina e plaquetas (RAJA & NAYAK, 2004). Expressao de fosfodiesterase 5 também tem
sido descrita no musculo cardiaco, embora ndo especificamente sobre neur6nios
intrinsecos do coragdo. (DAS et al., 2005)

O sildenafil possui efeitos cardiovasculares sobre a freqliéncia cardiaca, pressdo
arterial, na circulagdo pulmonar e coronaria, no endotélio, na repolarizacdo cardiaca e
sobre a faléncia cronica cardiaca (RAJA & NAYAK, 2004). Mais recentemente, um efeito
cardioprotetor dos inibidores da fosfodiesterase-5 estd sendo descrito no contexto da

isquemia cardiaca, através da diminui¢cdo da area infartada, melhora da fung¢do ventricular
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esquerda, diminui¢do da incidéncia de fibrilacdo ventricular e diminuicdo da necrose
miocardica. (KUKREJA et al., 2003). O NO pode ser identificado como um mediador
essencial nesta agdo cardioprotetora.

Num evento isquémico agudo, grande liberagdo endégena de mediadores como a
adenosina e a bradicinina pode ser verificada. Estes mediadores, por sua vez, podem
desencadear uma cascata de eventos através da agdo de proteinas quinases, resultando na
fosforilagdo das enzimas NO sintases e¢ formacdo de 6xido nitrico o qual, por sua vez,
através da estimulacdo da guanalato-ciclase, induz a um aumento no contetdo de GMPc
intra-celular que ativa a proteina quinase G (PKG). Entre os vérios efeitos da PKG, pode
ser descrita a ag¢do fosforilante sobre canais de potassio ATP sensiveis mitocondriais, os
quais tornam-se mais permeaveis, aumentando a capacidade das mitocondrias em suportar
um ambiente hipdxico. Uma vez que as mitocondrias sdo responsaveis pela sintese de ATP
e manutencdo da homeostase de Ca, com a abertura desses canais ocorre uma compensacao
do potencial da membrana mitocondrial, contribuindo para a cardioprotegdo. O sildenafil e
outros inibidores da PDE5 podem potencializar os efeitos do GMPc, desencadeando esta
cascata de eventos nos midcitos cardiacos.(DAS et al., 2005; KUKREJA et al., 2003)

Os efeitos do sildenafil devido ao aumento de GMPc na musculatura vascular,
possuem propriedades vasodilatadoras, resultando em hipotensdo, alterando tanto a PA
sistolica quanto a PA diastolica, além da diminuicdo da pressdo arterial pulmonar, da
resisténcia vascular pulmonar e da resisténcia vascular periférica e sistémica. (BRINDIS
& KLONER, 2003)

O efeito vasodilatador do sildenafil ¢ potencializado se associado aos nitratos
organicos ou as drogas doadoras de NO, pois os mesmos agem na via NO-GMPc,
resultando no acumulo de GMPc, podendo desencadear uma hipotensdo fatal (BRINDIS &

KLONER, 2003). Portanto, esta associacdo pode aumentar o risco cardiovascular, além de
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ser de grande risco quando se associa o sildenafil a eventos isquémicos como no inicio da
terapia ou ao uso desta droga durante um longo periodo. (RAJA & NAYAK, 2004)

A hipoperfusdao miocardica induzida pelo exercicio fisico ou presenca de estenose
da artéria coronaria é melhorada com o uso do sildenafil, através do aumento do fluxo
coronariano. Este aumento do fluxo coronariano em repouso e durante exercicios fisicos,
sugere modesta ac¢do vasodilatadora na resisténcia dos vasos coronarios. (RAJA &
NAYAK, 2004)

O sildenafil pode ser utilizado para reverter a disfungdo endotelial (GROSS, 2005).
A DE ¢ uma resposta anormal que leva a uma menor biodisponibilidade de NO e debilita a
vasodilatagdo levando, conseqlientemente, ao desenvolvimento de aterosclerose e
sindromes coronarianas agudas. A diminui¢do do NO pode afetar a agregacdo das
plaquetas, a inflamacao da parede vascular e prolifera¢ao das células musculares lisas. Esta
droga tem demonstrado melhora do efeito vasomotor da disfuncdo endotelial em pacientes
com faléncia cardiaca e pacientes com diabetes tipo 2, além de melhorar a agregacdo
plaquetaria e aumentar a proliferagdo de células musculares lisas. Esta melhora na DE,
provoca melhora na tolerancia aos exercicios fisicos em pacientes com faléncia cardiaca.
(GROSS, 2005)

Como pode ser atestado acima, inumeros efeitos cardiovasculares tém sido
descritos para o sildenafil. Entretanto, na literatura nada foi encontrado sobre um eventual
efeito do sildenafil sobre a resposta cardiaca a estimulacdo parassimpatica vagal, seja em
condi¢cdes normais ou em situacdes patologicas. Como a via da L-arginina-NO-GMPc
parece modular esta resposta parassimpatica vagal cardiaca e como o sildenafil potencia o
GMPc, seria o sildenafil capaz de aumentar a a¢do vagal parassimpatica sobre o coragdo?
Em sendo positiva a resposta para a pergunta acima, seria este efeito um dos responsaveis

pela cardioprotecao induzida pelo sildenafil recentemente descrita?
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No presente estudo, as alteracdes hemodindmicas e autondmicas, bem como as
respostas cardiacas a estimulagdo dindmica cardiaca do nervo vago em faixas de
freqiiéncias fisiologicamente relevantes foram avaliadas em ratos hipertensos SHR, os
quais reconhecidamente evidenciam uma disfun¢do vagal cardiaca e, em ratos WKY
controles normotensos, os quais foram tratados com uma administragdo aguda de citrato de
sildenafil.

Para proceder a avaliagdo das respostas a estimulacdo do nervo vago cardiaco,
utilizou-se neste trabalho, a metodologia de analise espectral cruzada usando a freqiiéncia
dos trens de estimulos como sinal de entrada e a resposta da FC como sinal de saida. Nas
faixas de freqiiéncia de estimulacdo que apresentaram coeréncia maior que 50%, a
magnitude da fun¢do de transferéncia entre a entrada e a saida, foi usada como indice de

efetividade da agdo nervosa sobre o nd sinusal.
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2. OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre as
propriedades de transduc¢do dindmica do nervo vago cardiaco em ratos SHR e em ratos

WKY normotensos controle adultos.

2.2- Objetivos Especificos
2.2.1 Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre a
pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca basais em ratos espontaneamente hipertensos (SHR)

e em seus controles normotensos (WKY)

2.2.2 Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre a
coeréncia, o desvio de fase e a magnitude da fungdo de transferéncia entre a estimulagdo
vagal parassimpatica (sinal de entrada) e a resposta da freqiiéncia cardiaca (sinal de saida)

em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e em seus controles normotensos (WKY).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Selecao dos Animais

Foram utilizados ratos normotensos (Wistar-Kyoto-WKY) e ratos espontaneamente
hipertensos (spontaneously hypertensive rats-SHR), machos, com idade inicial de + 20
semanas, fornecidos pelo biotério da disciplina de Fisiologia da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro. Os animais foram mantidos em condi¢des estaveis em biotério, onde
tiveram livre acesso a agua e ragdo. Todos os procedimentos experimentais empregados
neste projeto estdo de acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
publicado pelo The US National Institutes of Health (NIH) publication n. 85-23, revised

1996).

3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos de acordo com o tratamento
recebido:
a. Grupo normotenso controle (NC), composto por animais WKY que receberam solugao

salina (n=9);

b. Grupo normotenso tratado (NT), composto por animais WKY que receberam citrato de

sildenafil (1 mg/kg, i.v.) (n=10);

c. Grupo hipertenso controle (HC), composto por animais hipertensos (SHR) que

receberam solugdo salina (n=10);
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d. Grupo hipertenso treinado (HT) composto por animais hipertensos (SHR) que

receberam citrato de sildenafil (1 mg/kg, i.v.) (n=10).

3.3. Procedimentos cirurgicos gerais

Os animais dos grupos acima citados foram anestesiados com pentobarbital sddico
(40 mg/kg, i.p.). Apds uma cervicotomia mediana, a traquéia foi isolada e uma
traqueostomia foi realizada para facilitar a ventilagdo espontanea dos animais. A artéria
cardtida comum esquerda foi isolada e um cateter de polietileno (PE-50) foi introduzido
para permitir uma posterior medida direta da pressdo arterial. A veia jugular esquerda
também foi canulada para administragdo dos farmacos. Durante todo o periodo
experimental, a temperatura corporal do animal foi mantida em aproximadamente 37°C
através do uso de uma mesa cirirgica aquecida. A seguir, foi realizado o isolamento do

nervo vago cervical do lado direito, de acordo com a descri¢cdo abaixo.

3.4. Isolamento do Nervo Vago Cervical Direito

O nervo vago direito que contém fibras parassimpaticas dirigidas para o coragao,
foi delicadamente dissecado e isolado na regido do feixe vasculo-nervoso cervical direito.
Ap0s o isolamento, a extremidade cranial do mesmo foi isolada imediatamente abaixo do
ganglio nodoso e o nervo foi posicionado sobre um par de eletrodos de ago inoxidavel
conectado a um estimulador elétrico. Para prevenir o ressecamento da preparagdo e prover
um isolamento elétrico, o eletrodo de estimulagdo e o nervo vago direito foram imersos em

6leo mineral. Uma dose de propranolol de 5 mg/kg, i.v. foi administrada ap6s 5 minutos de
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um registro basal para se eliminar uma possivel interagdo entre o simpatico cardiaco e

nervo parassimpatico vagal cardiaco.

3.5. Protocolo Experimental

Uma vez terminados os procedimentos cirargicos acima descritos, o cateter arterial
foi conectado a um transdutor de pressdo arterial e a um amplificador de sinais (Model
8805A, Hewlett-Packard, USA) e o par de eletrodos foi conectado a um estimulador
elétrico programavel (Cardiac Stimulator, model SEC-2200, Nikon-Kohden, Tokyo,
Japan). Ambos os sinais de PA e dos eletrodos de estimulacdo foram coletados a uma
freqiiéncia de amostragem de 3kHz por um sistema computadorizado de aquisi¢do de
dados (Agqdados, Lynx Tec. Eletron. SA, Sdo Paulo, Brasil) e posteriormente armazenados
em discos laser, para ulterior analise off-line.

Apds um periodo de estabilizagdo da preparagdo e de um registro basal da PA de
aproximadamente 5 minutos, foi administrado propranolol (5mg/Kg, i.) para se remover a
influéncia simpatica sobre as respostas vagais cardiacas. Em seguida, apds 5 minutos da
administracdo de propranolol, foi administrado citrato de sildenafil (Img/Kg, i.v.) ou
veiculo (SF 0,9%, 1 ml/Kg) em bolus via cateter instalado na veia jugular externa
esquerda. Apds 5 minutos, o protocolo de estimulacdo nervosa foi iniciado. Os eletrodos
sob o vago foram conectados a um estimulador eletrénico computadorizado (Cardiac
Stimulator, model SEC-2200, Nihon Kohden, Tokyo, Japan) e o vago foi estimulado com
trens de pulsos de onda quadrada (2ms, 9,5Volts, 16,7Hz) durante 2 minutos em
freqiiéncias de trens variando aleatoriamente nas freqiiéncias pré-determinadas de 0,1Hz,
0,2Hz, 0,4Hz, 0,6Hz, 0,8Hz, 1,0Hz, 1,5Hz ¢ 2,0Hz. (NAKAHARA et al., 1998; JULIEN et

al., 1995). Esta faixa de freqiiéncia (0,1-2,0Hz) cobre suficientemente as faixas fisiologicas
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de interesse. A estimulacdo elétrica em cada uma das freqiiéncias de trens acima descritas
foi aplicada por um periodo de 2 minutos seguido de 4-5 minutos de recuperagdo. O
estimulo elétrico do vago foi gravado, juntamente com a PA em computador com
freqiiéncia de amostragem de 3KHz (FIG. 1). Ao final, os ratos foram eutanaziados por

dose letal de anestésico injetado endovenosamente.
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FIGURA 1. Registro simultdneo da pressdo arterial (acima) e do estimulo elétrico a 0,4 Hz
(em baixo) em um rato WKY anestesiado. Note a hipotensdo e bradicardia

durante o trem de impulsos.
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3.6. Analise dos Dados

Os parametros de pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca para os periodos basal
(5 minutos), pos-propranolol (5 minutos) e pds-tratamento (5 minutos) foram
estimados para cada animal experimental como a média de valores coletados
batimento a batimento ao longo do tempo de coleta (5 minutos para cada etapa),
empregando-se software de captura de picos locais de PA sistdlica e diastolica
(ACKNOWLEDGE, BIOPAC INSTRUMENTS).

Na andlise das propriedades de transdugdo dindmica do nervo vago cardiaco,
estudado no protocolo, a funcdo de transferéncia entre a freqliéncia de estimulagdo elétrica
(sinal de entrada) e a resposta da freqiiéncia cardiaca (sinal de saida) foi estimada
empregando-se software apropriado (Linear Analysis), gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Alberto Malliani, da Universidade de Milao, Italia.

Para tal, séries temporais de freqiiéncia de estimulacdo elétrica (em Hz) e de
intervalo de pulso (em segundos) foram geradas por software através da detec¢ao dos picos
dos pulsos da estimulagdo elétrica, enquanto as séries temporais de intervalo de pulso
foram geradas a partir da detec¢@o dos intervalos de tempo entre picos de pressdo sistolica
sucessiva detectados do sinal de PA carotidea. Estes pares de séries temporais foram
gerados para cada segmento com duragdo de 2 minutos correspondentes as freqiiéncias de
trem individuais acima citadas (FIG. 2, painel superior). Para cada segmento,
correspondente a uma freqiiéncia de trem individual, ap6s a remocdo de tendéncia linear,
uma andlise espectral auto-regressiva foi realizada para se obter os espectros de freqiiéncia

do intervalo de pulso e da freqiiéncia de estimulagdo nervosa.
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FIGURA 2. Painel superior: Séries temporais do intervalo de pulso e da freqiiéncia de
estimulagdo (0,4 Hz) de um rato WKY anestesiado.
Painel inferior: Graficos de coeréncia, desvio de fase e magnitude da fungao
de transferéncia obtidos pela aplicacdo da andlise espectral cruzada nas duas
séries temporais mostradas no painel superior. Setas verticais indicam os

valores coletados na freqiiéncia de estimulagao de 0,4 Hz.
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A seguir, uma analise espectral auto-regressiva bivariada foi utilizada para se
calcular o espectro cruzado entre os dois sinais: a freqiiéncia de estimulagao elétrica (como
sinal de entrada) e o intervalo de pulso (como sinal de saida). Tal andlise permitiu estimar
a coeréncia, o desvio de fase entre os dois sinais, além da magnitude da funcdo de
transferéncia (FIG. 2, painel inferior). A coeréncia entre os sinais, que pode variar de 0 a 1
unidade, quantifica o grau de dependéncia linear entre os dois sinais. Um valor de
coeréncia maior que 0,5 foi considerado como estatisticamente significante. O desvio de
fase (expresso em radianos), por sua vez, indica o retardo ou o avanco de tempo da entrada
em relacdo a saida e no contexto experimental do presente projeto, indicaria o tempo
necessario para que o estimulo elétrico do nervo provocasse uma resposta de bradicardia.
Por fim, a magnitude da fun¢do de transferéncia indica a amplitude de alteracdo do
intervalo de pulso por unidade de alteracdo da freqiiéncia de estimulacdo elétrica e foi
expressa em ms/Hz. Esta magnitude representa uma estimativa do ganho da funcdo de
transferéncia entre o estimulo elétrico do nervo e a resposta cardiaca.

Os trés parametros acima citados (coeréncia, desvio de fase e magnitude da fungdo
de transferéncia) foram assim estimados para cada uma das freqiiéncias de trem de
estimulo usadas. Curvas coeréncia x freqiiéncia, desvio de fase x freqiiéncia e magnitude x
freqiiéncia foram geradas para cada animal e comparadas entre os grupos de ratos

normotensos ¢ hipertensos tratados ou ndo com o citrato de sildenafil.

3.7. Analise Estatistica

Todos os parametros foram expressos como médiaterro padrao da média (EPM).
Uma analise de variancia de dois fatores (ANOVA two way) para medidas repetidas foi

empregada para se avaliar os efeitos do tratamento (sildenafil x veiculo) e do estado
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pressorico (normotensdo x hipertensdo) sobre os parametros de pressdo arterial média e
freqiiéncia cardiaca durante a fase inicial pré-estimulacdo. Comparagdes multiplas entre os
diversos grupos foram posteriormente realizadas empregando-se o teste de comparacdes
multiplas de Tukey.
Para comparagdo das curvas: coeréncia x freqliéncia, desvio de fase x freqiiéncia e
magnitude x freqliéncia, nos diferentes grupos estudados uma andlise de varidncia
multivariada (MANOVA) foi empregada seguido do teste de comparagdes multiplas de

Tukey. A diferenga entre os parametros foi considerada significativa quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

No total, 39 animais foram empregados no presente estudo. Destes, 19 foram
submetidos a realizacdo do protocolo com administragdo de solugdo salina e 20 com
administracdo de sildenafil. Os resultados estdo apresentados na forma de média+EPM e
ilustrados graficamente.

Conforme pode ser observado na FIG. 3, a administragcdo de propranolol provocou
uma significativa reducdo da PAM em ambos os grupos de animais normotensos. Apos
administracdo de salina, uma adicional queda significativa da PAM foi observada, porém
de magnitude leve. No grupo que recebeu o sildenafil, uma queda significativa da PAM
também foi observada. A PAM final ap6s o sildenafil, foi significativamente menor que a
PAM final observada no grupo normtenso que recebeu salina, indicando um efeito
hipotensor significante do sildenafil em animais normotensos (FIG. 3).

O comportamento da freqiiéncia cardiaca basal nos animais normotensos pode ser
verificada na FIG. 4. Em ambos os grupos de animais normotensos, o propranolol
provocou uma marcada reducdo da freqiiéncia cardiaca basal (de cerca de 360-380bpm
para cerca de 200 bpm). A administra¢do de citrato de sildenafil ou de veiculo (salina) ndo
provocou mudancas significativas nos valores de freqiiéncia cardiaca (FIG. 4), as quais
foram idénticas nos dois grupos apds 5 minutos de tratamento com o veiculo ou o citrato
de sildenafil (FIG. 4).

Conforme pode ser observado na FIG. 5, a administragdo de propranolol provocou
uma significativa reducdo da PAM em ambos os grupos de animais SHRs. Apos
administracdo de salina, a PAM ndo foi modificada, enquanto no grupo que recebeu citrato
de sildenafil, uma queda marcada adicional da PAM foi verificada (FIG. 5). A PAM final

apos o sildenafil foi significativamente menor que a PAM final observada no grupo SHR
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que recebeu salina, indicando um efeito hipotensor significante do sildenafil em animais

SHR (FIG. 5).
I \\KY salina
Em \\KY sildenafil
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FIGURA 3. Valores médios (*EPM) da pressao arterial média (PAM) em ratos
normotensos tratado com sildenafil ou salina (* P < 0,05 versus basal, # P <

0,05 versus propronolol (prop), & P < 0,05 versus salina).
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FIGURA 4. Valores médios (+tEPM) da freqiiéncia cardiaca (FC) em ratos normotensos
tratado com citrato de sildenafil ou salina * P < 0,05 versus basal, # P < 0,05

versus propronolol (prop).

O comportamento da freqiiéncia cardiaca basal nos animais SHR pode ser
verificado na FIG. 6. Em ambos os grupos de animais normotensos, o propranolol
provocou uma marcada reducdo da freqiiéncia cardiaca basal (de cerca de 360-380bpm
para cerca de 220 bpm). A administracdo de veiculo (salina) ndo provocou mudangas
significativas nos valores de freqii€éncia cardiaca (FIG. 4), enquanto que a administracdo de
citrato de sildenafil provocou uma leve, porém significativa, elevacdo da freqiliéncia
cardiaca final, a qual foi significativamente diferente da freqiiéncia cardiopatica final do

grupo SHR controle (FIG. 6).
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FIGURA 5. Valores médios (+EPM) da PAM em ratos hipertensos tratados com citrato de
sildenafil ou salina * P < 0,05 versus basal, # P < 0,05 versus propronolol

(prop), & P < 0,05 versus salina.
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Figura 6. Valores médios (xEPM) da freqliéncia cardiaca em ratos hipertensos tratados

com citrato de sildenafil ou salina * P < 0,05 versus basal, # P < 0,05 versus

propronolol (prop), & P < 0,05 versus salina.

Os valores da coeréncia nas diversas freqiiéncias de estimulacdo nos grupos
normotensos € hipertensos tratados ou ndo com citrato de sildenafil ndo apresentaram
diferencas significantes entre si (FIG. 7), apresentando sempre valores muito proximos de
uma unidade (1), indicativo de uma forte dependéncia linear da resposta da freqiiéncia
cardiaca a estimulagdo vagal.

Os valores do desvio de fase entre a estimulacdo vagal e a resposta do intervalo de

pulso ndo diferiram entre os grupos normotensos e hipertensos tratados ou ndo com citrato
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de sildenafil (FIG. 8), indicando que a relagdao temporal entre o estimulo elétrico do nervo
vago e a resposta do intervalo de pulso cardiaco ndo sofreu modificagdes dependentes do
estado pressorico nem do tratamento com sildenafil.

Os valores da magnitude da fun¢do de transferéncia entre a estimulagdo vagal e o
intervalo de pulso dos animais hipertensos tratados com salina foram significativamente
maiores que os valores dos animais normotensos tratados com salina, em todas as faixas de
freqiiéncias estudadas, indicando um maior ganho dindmico da fungdo vagal cardiaca
periférica nos animais SHR em comparagdo com os normotensos. Porém, seja nos
normotensos ou nos hipertensos, o tratamento com sildenafil ndo afetou de forma
significativa a magnitude da fun¢do de transferéncia (FIG. 9).

Na TAB. 1 estdo quantificados os valores médios (+EPM) para as coeréncias, 0s
desvios de fase e as magnitudes da funcdo de transferéncia calculados como médias nas
faixas de freqiiéncias de 0,2 a 0,8 Hz, representativa da faixa de baixa freqiiéncia da
variabilidade da FC (banda LF- low frequency) e de 1,0 a 2,0Hz, representativa da faixa de

alta freqiiéncia da variabilidade da FC (banda HF — high frequency).
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TABELA 1. Valores médios (£tEPM) dos pardmetros de magnitude da funcdo de

transferéncia, desvio de fase e coeréncia entre a freqiiéncia do estimulo
elétrico vagal e o intervalo de pulso de ratos WKY ou SHR tratados com
salina ou sildenafil, calculados como médias nas faixas de baixa (0,2-

0,8Hz, LF) e alta freqiiéncias (1,0-2,0Hz).

WKY WKY SHR SHR
FAIXAS SALINA  SILDENAFIL  SALINA  SILDENAFIL
(N=9) (N=10) (N=10) (N=10)

Magnitude (ms/Hz)

Faixa LF
Faixa HF

12,14+5,28 12,234+2,97 20,87+4,36*  21,40+3,68*
3,92+2,07 6,44+2,09 11,15+2,25% 11,45+2,26*

Desvio de fase (rads)

Faixa LF
Faixa HF

Coeréncia

Faixa LF
Faixa HF

-0,27+0,12 -0,09+0,10 -0,06+0,07 -0,08+0,04
-0,29+0,20 -0,17+0,16 -0,36+0,12 -0,21+0,11

0,96+0,01 0,96+0,01 0,95+0,01 0,96+0,01
0,95+0,01 0,94+0,02 0,94+0,01 0,94+0,01

* P<0,05 comparado ao grupo WKY salina.
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5. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo sdo que o tratamento agudo com citrato
de sildenafil em ratos normotensos controles e espontaneamente hipertensos provoca
diminui¢do significativa da pressdo arterial média em ambos os grupos, acompanhada de
freqiiéncia cardiaca inalterada em ratos normotensos e de taquicardia em ratos hipertensos.
Além disso, o tratamento com sildenafil, seja em ratos normotensos seja em SHRs, nio
modificou as propriedades de transducdo dinadmica no nervo vago cardiaco periférico em
ambas as cepas de rato.

Prévio a administragcdo do citrato de sildenafil ou do veiculo, ao longo da execu¢ao
do protocolo experimental, foi feita a administragdo de propranolol, a fim de eliminar
eventuais influéncias simpaticas sobre a modulacdo vagal cardiaca periférica. A
administracdo aguda de propranolol provocou uma marcada hipotensdo e bradicardia em
ambos animais normotensos e hipertensos. Esta hipotensdo associada ao propranolol
seguramente esta relacionada as suas propriedades [3-bloqueadoras que, ao provocar uma
consideravel bradicardia e ao mesmo tempo uma depressdo da contratilidade miocardica
por antagonismo da inervagdo simpatica, leva a uma significativa reducdo do débito
cardiaco, com conseqiiente reducdo da pressao arterial. (HOFFMAN, 2003)

Além disso, ndo poderiamos descartar um possivel efeito vascular do 3-bloqueador
promovendo vasodilatacdo e conseqiiente reducdo da resisténcia periférica por uma agao
indireta, através do bloqueio de receptores beta-adrenérgicos pré-sinapticos simpaticos
excitatorios, da inibicdo de liberagdo de renina, da estimulacdo da sintese de
prostaglandinas vasodilatadoras, etc. (HOFFMAN, 2003)

Por outro lado, o efeito vasodilatador do citrato de sildenafil ¢ comprovado pela
diminui¢do da pressao arterial, conforme encontrado na literatura (BRINDIS & KLONER,
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2003; REFFELMANN & KLONER, 2003; OCKAILI et al., 2002; PICCIRILLO et al.,
2002; VARDI et al., 2002). Esta droga atua na via NO-GMPc competindo com a enzima
PDE-5 e impede a degradacdo do GMPc (CORBIN & FRANCIS, 1999).

Sob a agdo do NO ¢ a inibicdo da PDE-5 com o sildenafil, observa-se um acimulo
do GMPc e via ativacdo da proteina quinase G (PKG), inicia uma cascata de eventos de
fosforilagdo que culmina no relaxamento do musculo liso vascular e na conseqiiente
vasodilatagdo. (CORBIN & FRANCIS, 1999)

Virios estudos em seres humanos comprovam a ac¢do do sildenafil em diminuir a
PAM, tanto sistdlica quanto diastolica, associada a diminuicdo da resisténcia vascular
sistémica, in vivo, com a administragdo de doses endovenosas de 20, 40 e 80mg. Em
pacientes com doenga da artéria coronaria, o sildenafil pode causar pequena, mas
significante diminuicdo da pressdo arterial sistémica e pulmonar, ndo alterando a pressdo
dos capilares pulmonares e ndo alterando a freqiiéncia cardiaca. Seu efeito vasodilatador ¢
também observado nos vasos corondrios, regulando o fluxo sangiiineo coronariano, sendo
que a resposta da resisténcia vascular coronaria a acetilcolina e ao verapamil ndo foi
alterada pelo sildenafil. Porém, a acdo vasodilatadora do sildenafil no leito corondrio foi
aumentada pela nitroglicerina. (BRINDIS & KLONER, 2003)

A melhora do tonus vascular corondrio nos segmentos mediais e distais tanto nos
pacientes com CAD quanto nos controles, decorre da vasodilatacdo destes segmentos
estenosados da artéria coronaria. (HALCOX et al., 2002)

O NO age na modulagdo cardiaca vagal e seus efeitos sobre o controle barorreflexo
da freqiiéncia cardiaca levam a um aumento do ganho barorreflexo. (CHOWDHARY &
TOWNEND, 1999). No presente estudo, observou-se um aumento significativo da FC ap6s
administracdo de sildenafil em ratos hipertensos. Encontram-se estudos na literatura que

comprovam o aumento da FC (REFFELMANN et al., 2003; PICCIRILLO et al., 2002;
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SCHALCHER et al., 2002), provavelmente devido a taquicardia reflexa, conseqiiente da
vasodilatagdo provocada pelo sildenafil. Porém, outros estudos ndo encontraram nenhuma
alteragdo na FC (BRINDIS & KLONER, 2003; HALCOX et al., 2002; VARDI et al.,
2002; PHILIPS et al., 2000), provavelmente por que a vasodilatacdo ndo foi suficiente para
provocar a taquicardia reflexa.

Em nossos animais normotensos nenhuma taquicardia foi observada, o que
provavelmente decorre tanto da menor hipotensdo verificada nestes animais, como da
depressao da resposta barorreflexa decorrente do estado de anestesia em que os animais se
encontravam. Este mesmo estado de anestesia também poderia auxiliar na explicacdo da
pequena magnitude da taquicarida reflexa observada nos animais hipertensos, a despeito da
tremenda hipotensdo observada.

Como a resposta de taquicardia foi observada em uma condi¢do de bloqueio
simpatico cardiaco prévio com o propranolol, a mesma somente poderia decorrer de uma
retirada parassimpdtica vagal cardiaca, mediada pelo barorreflexo em resposta a marcada
hipotensdo arterial observada nos SHR apds a administracdo do sildenafil. Tal resposta
poderia sugerir uma melhora no ganho baroreflexo vagal cardiaco induzido pelo sildenafil,
confirmando achados existentes na literatura. (CHOWDHARY & TOWNEND, 1999)
Porém, tal conclusdo fica bastante prejudicada pela concomitante vigéncia de um estado
anestésico que sabidamente prejudica a resposta barorreflexa cardiaca.

Em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), ap6s a administragdo de
sildenafil (por via oral), houve uma diminui¢do significativa da PAM, acompanhado de
encurtamento do intervalo RR e prolongamento do intervalo QT, alterando assim a
repolarizagdo cardiaca. Um aumento significativamente da FC também foi observado
(PICCIRILLO et al., 2002). Nos pacientes com ICC, a relagdo LF/HF, um marcador do

balanco simpato-vagal cardiaco, foi aumentada pelo sildenafil, ou seja, houve um aumento
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a atividade simpatica ap0s o sildenafil. O aumento de intervalo QT foi maior no grupo ICC
tratado com sildenafil e este aumento estd relacionado com a severidade da ICC e a
presenca de arritmias malignas. (PICCIRILLO et al., 2002)

A avaliagdo dos efeitos do sildenafil no contexto da hipertensdo arterial em seres
humanos tem sido pouco explorada. O tratamento de homens hipertensos com sildenafil
(por via oral) provocou uma pequena, mas significativa, diminui¢do da PAS, PAD e PAM,
ndo sendo significativas as alteragdes da FC. Este efeito ¢ acentuado pelo exercicio fisico
aerdbico. A idade também afeta significativamente a redu¢ao da PA, ocorrendo uma maior
diminui¢do da PA em pacientes mais velhos (VARDI et al. 2002). Comparativamente, a
resposta de hipotensdo observada em nossos animais demonstra uma maior redugdo da
PAM nos animais hipertensos em compara¢do com os animais normotensos, sugerindo
uma maior sensibilidade ao sildenafil no contexto da hipertensao arterial.

No presente estudo, a estimula¢do do nervo vago cardiaco foi aplicada em SHR e
WKY em trens de estimulos em freqiiéncias proximas das faixas fisiologicas de agdo do
nervo vago, incluindo as faixas de baixa (LF: 0,2-0,8Hz) e alta freqiiéncia (HF: 1,0-
2,0Hz), observadas em condicdo fisiologica ndo somente em ratos como em outras
espécies. Tal condigdo de estimulagdo, mais proxima do real funcionamento do nervo
vago, torna este estudo unico pelo modo de avaliacdo da fungdo vagal eferente cardiaca em
ratos, ja que na maioria dos estudos anteriores, usaram-se estimulos em freqiiéncias
continuas e crescentes, sem representacao fisioldgica, em sua grande maioria. (MINAMI &
HEAD 2000; FERRARI et al., 1992; FERRARI et al., 1991)

Tanto em ratos WKY como em SHR, a magnitude da funcdo de transferéncia entre
a freqiiéncia dos trens de estimulo vagal e o intervalo de pulso (IP) foi elevada em
freqiiéncias mais baixas (faixa de LF), reduzindo-se para valores menores em freqiiéncias

mais altas (faixa de HF). Tal efeito evidencia um comportamento de filtro de primeira
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ordem com retardo de tempo na transferéncia da influéncia vagal para o cora¢do, como
atestado para outras espécies. (MIYAMOTO et al., 2004; MIYAMOTO et al., 2003;
KAWADA et al., 2000; NAKAHARA et al., 1998)

A magnitude da funcdo de transferéncia entre duas variaveis quantifica a relacao
entre elas. Isto ¢, ela representa o quanto uma varidvel se altera na dependéncia de
alteracdo da outra. Assim sendo, entendemos que a magnitude da funcdo de transferéncia
entre a freqiiéncia de estimulacdo vagal e o intervalo de pulso representa um indice
confiavel de integridade funcional do nervo vago (PAGANI et al., 1988). Desse modo, em
vez de analisar, simplesmente as respostas bradicardicas a estimulacdo vagal com
freqiiéncias constantes, como realizado em estudos anteriores (MINAMI & HEAD 2000;
FERRARI et al., 1992; FERRARI et al., 1991), utilizamos o dominio da freqiiéncia para
determinar o quanto a estimulacdo vagal ¢ capaz de afetar o intervalo de pulso dos ratos
normotensos ou hipertensos.

Fisiologicamente, a freqliéncia de disparos do componente parassimpatico vagal
cardiaco oscila, principalmente, na faixa da freqiiéncia respiratoria tanto em seres humanos
como em animais de laboratorio, entre 1,0 a 2,0Hz no rato (CERUTTI et al., 1991;
PARATTI et al., 1995; PAGANI et al., 1994; PAGANI et al., 1986). Entretanto, oscilagdes
de baixa freqiiéncia, entre 0,2 a 0,8Hz no rato, também podem ser observadas nas
descargas dos nervos vagos cardiacos. (MALLIANTI et al., 1991)

Em todas as freqiiéncias de estimulacdo utilizadas, a magnitude da fungdo de
transferéncia foi significativamente maior nos ratos hipertensos do que nos normotensos.
Assim, esses resultados sugerem fortemente um aumento na transferéncia das oscilagdes
parassimpaticas vagais para o coragdo nos ratos hipertensos, a0 menos nas faixas de
freqiiéncia estudadas. Esse fato parece confirmar observagdes iniciais obtidas em SHR

jovens de uma maior sensibilidade cardiaca a estimulacdo do nervo vago periférico (HEAD
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& ADAMS, 1988), embora pareca estar em contradicdo com a menor sensibilidade
baroreflexa cardiaca apresentada pelos ratos espontaneamente hipertensos adultos e
amplamente descritos na literatura. (FAZAN JR et al., 2001)

Ao lado dos achados relativos a magnitude da funcdo de transferéncia, pode-se
observar tanto na faixa LF quanto na faixa HF, desvios de fase semelhantes sejam em ratos
normotensos, ou em ratos hipertensos SHR, indicando que nas faixas de freqiiéncias
estudadas ndo ocorreram modificagdes no tempo requerido para que a estimulagdo vagal
afetasse 0o no sinusal. Se considerarmos que, ao estimular o vago periférico na regido
cervical, estamos estimulando as fibras parassimpaticas vagais pré-ganglidnicas, duas
sinapses precisam ser ativadas entre o estimulo elétrico no vago e a resposta de
bradicardia: a sinapse entre axonio pré-ganglionar e neurdénio pds-ganglionar e a sinapse
neuroefetora entre axonio pds-ganglionar e o no6 sino-atrial. O desvio de fase encontrado
para os animais WKY e SHR, correspondendo a um retardo de tempo entre 0,06-0,09
segundos, confirma dados prévios da literatura obtidos em ratos normotensos. (MINAMI
& HEAD, 2000; FERRARI et al., 1992; FERRARI et al., 1992)

Embora o desenho do presente estudo ndo permita explicitar as causas do aumento
da funcdo vagal cardiaca periférica observada em SHR, algumas possiveis explicacdes
podem ser citadas. Uma delas poderia ser a influéncia da hiperatividade simpatica cardiaca,
observada em SHRs, a qual poderia estar atenuando a fun¢do nervosa vagal (BERNE &
LEVY, 2004) via efeitos pré-sindpticos com conseqiiente reducdo da liberacdo de
acetilcolina na fenda sinaptica. A redugdo crdnica da liberacdo de acetilcolina poderia, por
sua vez, desencadear o fenomeno da supra-regulacdo de receptores muscarinicos no no
sinusal (up-regulation de receptores), deixando estes mais sensiveis aos estimulos elétricos
vagais, aumentando assim o ganho dindmico da inervagdo vagal periférica. Tal explicagdo,

porém, ndo pode ser confirmada no presente estudo, uma vez que nenhuma tentativa foi
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feita para se avaliar uma maior resposta muscarinica cardiaca a agosnistas colinérgicos ou
para se avaliar uma expressao aumentada de RNA mensageiro ou dos proprios receptores
muscarinicos cardiacos. Entretanto, Ferrari et al. (1992) demonstraram em SHR de 12
semanas de idade uma hiperresponsividade a estimulacdo elétrica vagal cardiaca, a qual foi
associada a uma maior resposta & metacolina, agonista muscarinico, sugerindo fortemente
a ocorréncia do fendmeno de up-regulation ou aumento de sensibilidade de receptores
colinérgicos em coracdes de SHR. (FERRARI et al., 1992).

Tal suposi¢do foi em parte confirmada por estudo de Fu et al. (1994) que
demonstraram uma expressdao aumentada de RNA mensageiro para a proteina Gi-alfa2
cardiaca em SHRs. Esta proteina Gi ¢ a responsavel pelo acoplamento do receptor
muscarinico M2 a cascata de sinalizacdo que culmina com a redu¢do de AMPc e indugdo
de bradicardia (FU et al, 1994). A hiperresponsividade cardiaca a estimulacdo vagal
periférica ¢ também observada em outras condigdes associadas com uma depressdo de
origem central na modula¢do vagal cardiaca como no envelhecimento (FERRARI et al.,
1991; NARAYANAN & DERBY, 1983), no diabetes mellitus (DALL'AGO et al., 2002) ¢
na desnervagdo sino-adrtica experimental em ratos (SOARES et al., 2006; CHIANCA JR.
& MACHADO, 1994), sugerindo que esta modificagdo seja um mecanismo compensagao
encontrado pela inervagdo vagal cardiaca para tentar manter dentro de certos limites de
normalidade o controle autondmico cardiaco.

Por outro lado, o sistema renina-angiotensina poderia também ser um bom
candidato a serconsiderar, ja que trabalhos anteriores (POTTER, 1982) tém demonstrado
um efeito inibitdrio da angiotensina II em neurdnios pos-ganglionares vagais, além do que
¢ amplamente descrito a hiperatividade do sistema renina angiotensina tecidual em SHR
(VARAGIC & FROHLICH, 2002; MANCIA et al., 1995). Da mesma forma, a redugao

cronica da atividade neuronal vagal em nivel do no sinusal decorrente da hiperatividade do
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sistema renina-angiotensina poderia levar a um fendmeno de up-regulation de receptores,
como descrito acima, na tentativa de compensar a redugdo cronica da liberagdo de
acetilcolina em SHRs. Entretanto, experimentos adicionais sdo necessarios para a
confirmacdo destas hipoteses.

O tratamento agudo com citrato de sildenafil ndo provocou mudancas nas
propriedades de transdugdo dindmicas do nervo vago cardiaco, seja em animais WKY ou
em animais SHR. Tal resultado, a primeira vista, foi inesperado uma vez que a grande
maioria dos relatos da literatura parecem indicar um papel efetivo da via da L-Arginina-
NO-GMPc na potenciagdo de respostas vagais cardiacas tanto central quanto
perifericamente. (CHOWDHARY et al., 2004; MOHAN et al., 2002; CHOATE et al,,
2001; HERRING & PATERSON, 2001; CHOWDHARY & TOWNEND, 1999; CONLON
& KIDD, 1999; HAN et al. , 1998; SEARS et al., 1998; ELVAN et al., 1997; ARMOUR et
al., 1995; TAGAWA et al,, 1994; TRAVAGLI & GILLIS, 1994; KLIMASCHEWSKI et
al., 1992)

O protocolo experimental utilizado no presente trabalho ndo permite uma adequada
explicagdo para a auséncia de efeito do citrato de sildenafil sobre as respostas cardiacas a
estimulagdo elétrica parassimpatica vagal. Entretanto, algumas especulagdes podem ser
feitas. Primeiramente, importante contingente do efeito potenciador da resposta vagal
induzida pela via do NO-GMPc se deve a efeitos neurais diretos, seja em neurdnios pré-
ganglionares vagais centrais (TAGAWA et al., 1994; TRAVAGLI & GILLIS, 1994) ou na
pré-sinapse neuro-efetora cardiaca, em nivel de n6 SA. (CHOWDHARY et al., 2004;
MOHAN et al, 2002; CHOATE et al, 2001; HERRING & PATERSON, 2001;
CHOWDHARY & TOWNEND, 1999; CONLON & KIDD, 1999; HAN et al., 1998;
SEARS et al., 1998; ELVAN et al., 1997; ARMOUR et al., 1995; KLIMASCHEWSKI et

al., 1992)
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Embora a expressdo de fosfodiesterase-5 tenha sido comprovada para o
cardiomiocitos isolados de ratos (DAS et al., 2005), ndo existe na literatura nenhum dado
que confirme a expressdo de fosfodiesterase-5 em neuronios ganglionares vagais cardiacos.
E possivel que tais neurdnios nio expressem a fosfodiesterase-5, ndo sendo assim passiveis
de potenciacdo do GMPc e de seus efeitos potenciadores da resposta vagal cardiaca. Ou
ainda, ¢ possivel que mesmo que eles expressem a fosfodiesterase-5, a inibicdo da mesma
pelo sildenafil poderia ser compensada pela expressdo de outras isoformas ndo inibidas
pelo sildenafil e igualmente capazes de degradar o GMPc, como as isoformas PDEIB e
PDE2, as quais tém sido descritas em neurdnios. (BENDER & BEAVO, 2004)

A inibicdo da fosfodiesterase-5 em cardiomidcitos, em especial no n6 SA, per si
poderia também afetar a resposta cardiaca a estimulacdo vagal. Porém, uma potenciag¢do do
GMPc em cardiomidcitos isolados poderia ter efeitos mutuamente excludentes ja que, se
por um lado, a proteina quinase G ativada pelo GMPc inibe correntes de entrada de célcio
do tipo lenta que levariam a bradicardia (FISCHMEISTER et al., 2005), por outro lado ela
ativa correntes de marcapasso If, o que provocaria uma resposta taquicardica (MUSIALEK
et al., 1997). O balango final de tais efeitos acabaria por ser uma freqiiéncia cardiaca
inalterada frente a uma estimulacdo vagal. Entretanto, todas as eventuais explica¢cdes acima
especuladas necessitam de comprovacao experimental em estudos futuros.

Embora os resultados obtidos com o tratamento com sildenafil tenham sido
inesperadamente negativos, tais achados, em nossa opinido, ndo deixam de ter alguma
relevancia clinica. E bem descrito que o uso agudo de citrato de sildenafil para disfungao
eréctil pode cursar com hipotensdo arterial e taquicardia decorrente de uma hiperativagao
simpatica reflexa (PHILIPS et al., 2000), as quais, se muito acentuadas, podem colocar em
risco a vida dos usuérios deste farmaco, por aumentar a incidéncia de episodio de arritmias

cardiacas graves e de morte stbita (ARORA et al., 1999; CHEITLIN et al., 1999). Tais
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efeitos colaterais sdo mais intensos em individuos com hiperatividade simpatica de base
como aqueles com insuficiéncia cardiaca e em uso de vasodilatadores a base de nitratos, os
quais potenciam também a via do NO-GMPc (ARORA et al., 1999; CHEITLIN et al,,
1999). A falta de uma agdo estimulatdria vagal periférica evidenciada por nossos achados
negativos poderia ajudar a explicar o aumento no risco cardiovascular aumentado nestes
pacientes, uma vez que a taquicardia reflexa de corrente da hiperexcitagdo simpatica nao
seria contrabalancada a contento por uma potenciacdo da resposta vagal, que seria
protetora contra o desenvolvimento de eventos arritmogénicos cardiacos.

O presente estudo possui algumas importantes limitagdes principalmente
relacionadas ao emprego de um protocolo de estimulacdo nervosa em animais
anestesiados. Porém, o emprego de protocolo parecido em animais conscientes ¢ de dificil
execucao (LI et al., 2004) e ainda pouco especifico, ja que o nervo vago deve permanecer
intacto e fibras aferentes acabariam por ser estimuladas. Além disso, nenhum protocolo
experimental adicional foi empregado para se explicar, do ponto de vista mecanistico, os

achado negativos encontrados com o sildenafil.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho descreve, pela primeira vez, os efeitos do citrato de sildenafil
sobre as propriedades de transducdo dindmica do nervo parassimpatico vagal cardiaco em
ratos normotensos € em ratos espontaneamente hipertensos. Os principais achados do

presente estudo foram:

1. As propriedades de transdugdo dindmica no nervo vago cardiaco encontram-se
aumentadas em animais hipertensos de 16 semanas de idade, em comparagdo com os
animais normotensos controles, evidenciando uma potenciacdo funcional do nervo
vago periférico dos SHR, a qual poderia ser decorrente de uma resposta compensatoria

periférica a uma depressao vagal cardiaca central muito bem descrita nesta cepa;

2. O tratamento com citrato de sildenafil, seja em ratos normotensos seja em SHRs, ndo
modificou as propriedades de transducao dindmicas no nervo vago cardiaco periférico,
sugerindo que a fosfodiesterase-5 vagal cardiaca periférica ndo desempenha um papel

significativo na modula¢do dindmica vagal cardiaca.

Tais resultados sugerem assim que, dentre os efeitos autonomicos do citrato de
sildenafil, um efeito no nervo vago periférico em ratos normotensos e hipertensos

espontaneos pode ser descartado.
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