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RESUMO

O citrato de sildenafil (Viagra®) ¢ um farmaco amplamente utilizado e eficaz no
tratamento atual da disfuncdo erétil. Varios estudos clinicos, entretanto, t€m demonstrado
que em pacientes cardiopatas em uso de nitratos organicos, a associagdo com o sildenafil
pode elevar o risco de eventos cardiacos fatais. Entre os mecanismos implicados nesta
elevacdo de risco, destaca-se uma eventual acdo do sildenafil provocando uma ativagdo
simpatica reflexa decorrente de seus efeitos vasodilatadores e hipotensores. Entretanto,
poucos sdo os estudos que confirmam esta hipotese. O objetivo do presente trabalho ¢
avaliar se o sildenafil é capaz de provocar um desequilibrio autondmico, empregando a
analise de variabilidade cardiovascular, por meio de andlise espectral associada ao estudo
do reflexo barorreceptor cardiaco e a avaliagdo do tonus autondmico cardiaco, por meio de
bloqueio farmacologico. Um total de trinta e um ratos Wistar, machos, normotensos, com
peso de 250-350 gramas, foram utilizados. Vinte quatro horas antes da aferi¢do direta dos
parametros cardiovasculares, os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (40
mg/kg, i.p.) e tiveram a artéria e veia femorais cateterizadas. No dia seguinte, apos 15
minutos de registro basal de pressdo arterial (PA), um grupo de animais (grupo Sil, n=18)
recebeu uma dose em bolus (Img/Kg. i.v.) seguido de infusdo continua (1mg/Kg/hora, i.v.)
de sildenafil. Um segundo grupo de animais (grupo Con, n=13) recebeu bolus inicial
(ImL/Kg) e infusdo continua (ImL/Kg/hora) de solucdo fisiologica a 0,9% (veiculo). A
pressdo arterial foi registrada por 30 minutos apds o inicio de tratamento e em seguida foi
analisada por meio de analise espectral da variabilidade das séries temporais do intervalo
de pulso (IP) e da pressdo arterial sistolica (PAS), derivadas da pressao arterial pulsatil.

Valores médios de IP e PAS, bem como seus respectivos valores de variancia e
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componentes espectrais de baixa (LF) e alta freqiiéncia (HF) foram quantificados. Em
adicdo, estas séries temporais foram também empregadas para estima¢do da sensibilidade
barorreflexa cardiaca espontanea, através do calculo do indice-alfa (raiz quadrada da razao
entre LF do IP e LF da PAS). Em seguida, doses em bolus alternadas de fenilefrina e
nitroprussiato de sodio foram administradas para indu¢do de alteragcdes na PA e avaliagao
das respostas reflexas da freqiiéncia cardiaca (FC), as quais permitiram o célculo da
sensibilidade barorreflexa cardiaca induzida farmacologicamente. Por fim, bloqueio
farmacoldgico com atropina e propranolol foi empregado para a estimacdo do controle
tonico simpatico e parassimpatico cardiaco, da freqiiéncia intrinseca de marcapasso
cardiaca (FIMC) e do indice simpato-vagal cardiaco (razdo da FC basal pela FIMC). O
tratamento com sildenafil provocou uma significativa taquicardia (FC de 325+8bpm no
basal para 355+9bpm apds o tratamento, p<0,001) e hipotensdo arterial (PAS de
130+3mmHg para 125+3, p<0,05), enquanto a infusdo de veiculo ndo provocou nenhuma
modificacdo nos parametros hemodindmicos médios. Os indices espectrais de variabilidade
do IP e da PAS ndo sofreram modifica¢cdes apds o tratamento em comparacdo com O
periodo basal em ambos os grupos. As sensibilidades barorreflexas espontanea e induzida
nao diferiram entre os dois grupos, assim como a FIMC. Quanto ao tonus autondmico, o
sildenafil induziu uma significativa reduc¢do do efeito parassimpatico vagal sobre o coragdo
acompanhado de uma elevagdo do ISV, com tendéncia de aumento do efeito simpatico
cardiaco. Concluindo, embora o sildenafil administrado agudamente provoque uma ligeira
hipotensdo arterial associada a uma leve taquicardia, provavelmente de origem reflexa,
decorrente de uma inibigdo parassimpdatica vagal, estas alteragdes ndo foram associadas a
modifica¢des nos parametros de variabilidade da pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca e

na sensibilidade barorreflexa cardiaca.
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ABSTRACT

Sildenafil citrate (Viagra®) is a broadly used agent to treat erectile dysfunction.
Several clinical trials, however, have demonstrated that in heart diseased patients in use of
organic nitrates, the association with sildenafil could significantly enhance cardiac events
risk. The possible mechanisms implicated in this increased risk are not completely
understood, but an eventual reflex sympathetic over-activation due to the vasodilation and
light hypotension caused by sildenafil may not be ruled out. However, there are only a few
reports in literature concerning to this issue. Therefore, the aim of the present study was to
evaluate if sildenafil, acutely administrated, is able to provoke autonomic imbalance by
means of spectral analysis of heart rate and arterial pressure variabilities, associated to
evaluation of the spontaneous and induced baroreflex control of heart rate and to
measurements of the cardiac tonic autonomic control by means of pharmacological
blockade. Thirty one normotensive male Wistar rats, weighing 250-350 gr. were studied.
Twenty four hours before direct measurements of hemodynamic parameters, the animals
were anesthetized with sodium pentobarbital (40 mg/kg, i.p.) e had their femoral vessels
catheterized for direct arterial blood pressure recordings and drug administration. In the
following day, after fifteen minutes of baseline arterial pressure (AP) recordings, a group
of animals (Sil, n=18) has received a bolus injection (1mg/Kg. i.v.) followed by continuous
administration (1mg/Kg/hour, i.v.) of sildenafil. A second group of animals (Con, n=13)
has received a bolus injection (1mL/Kg) and a continuous infusion (ImL/Kg/hora) of
physiological saline solution (vehicle). Arterial blood pressure was continuously recorded
during thirty minutes after to start the treatment and it was analyzed by means of spectral
analysis of heart rate (pulse interval-PI) and systolic (SAP) arterial pressure variabilities,

which were extracted from direct pulsatile arterial blood pressure signal. Mean values of PI
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and SAP as well as its respective values of variance and low (LF) and high frequencies
(HF) spectral components were quantified. In addition, PI and SAP time series were used
to estimate the alfa-index (square root of ratio between LF-PI and LF-SAP), an index that
measures the spontaneous cardiac barereflex sensitivity. Following, alternate bolus
injections of phenylephrine and sodium nitroprusside were administrated in order to induce
changes in arterial pressure and to evaluate barorreflex-mediated heart rate responses,
which permit to calculate an index of pharmacologically induced baroreflex sensitivity. At
the end of the experimental protocol, sequential pharmacological blockade of autonomic
nervous system using atropine or propranolol was performed in order to estimate the
sympathetic and parasympathetic cardiac tonic control, the pacemaker intrinsic heart rate
(IHR) and the sympathovagal index (ratio between basal HR and IHR). Sildenafil caused a
significant tachycardia (from 325+8bpm in baseline to 355+9bpm after treatment, p<0,001)
and arterial hypotension (PAS from 130+3mmHg in baseline to 125+3mmHg, p<0,05),
while saline (vehicle) infusion did not provoke any change in the hemodynamic
parameters. Spectral components of PI and SAP variability as well as spontaneous and
pharmacologically induced barorreflex sensitivities and IHR were not modified after
treatment for both sildenafil and vehicle. Regarding to heart rate tonic control, sildenafil
induced a significant reduction of parasympathetic vagal effect on the heart associated to
an increase in SVI and a trend towards increased sympathetic effect on heart rate. In
conclusion, although sildenafil, acutely administrated, causes a light arterial hypotension
associated to probably reflex tachycardia, due to vagal parasympathetic inhibition, these
changes were not associated to alterations in heart rate and arterial pressure variabilites and

cardiac baroreflex sensitivity.
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Introducdao



1. OXIDO NITRICO

Em 1980, FURCHOGOTT E ZAWADZKI (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980)
demonstraram que o relaxamento vascular induzido por acetilcolina era dependente da
presenca do endotélio e evidenciaram que este efeito era mediado por um fator humoral
1abil, mais tarde conhecido como fator de relaxamento dependente do endotélio (EDRF).

Em 1987 foi demonstrado que esse fator de relaxamento derivado do endotélio era
um radical livre, o 6xido nitrico (NO). PALMER e cols. (1987) sugeriram que EDRF e
6xido nitrico eram indistinguiveis na atividade biologica, estabilidade quimica e
susceptibilidade a inibidores ou potencializacdo, e que ambos tinham sua a¢do inibida pela
hemoglobina e potencializada por superdxido dismutase (IGNARRO, 1990). O ¢6xido
nitrico foi escolhido como a molécula do ano de 1992 (KOSHLAND, 1992).

O oxido nitrico pode ser um oxidante ou um redutor, dependendo do meio em que
ele estd, e ¢ rapidamente destruido pelo oxigénio (ARCHER, 1993), sendo que sua
oxidagdo produz nitrito e nitrato (KIECHELE & MALINSKI, 1993). O NO tem o menor
peso molecular de qualquer produto de secre¢do celular de mamiferos; sua meia-vida ¢
curta (5 a 10 s in vitro) e a especificidade de suas reagdes ¢ minima (NATHAN, 1992;
IGNARRO, 1990). Em seu estado puro, sob condi¢des normais de temperatura e pressao, o
NO ¢ um géas. Sua solubilidade ¢ moderada em agua (1,9 mM a 250 C), sendo muito mais
soluvel em solventes apolares, tais como hexano (0,13 M a 250 C) (SHAW & VOSPER,
1977). Desta forma, quando presente em sistemas biologicos, o NO tende a se concentrar
em ambientes lipofilicos, como membranas e dominios hidrofébicos de proteinas
(KERWIN e cols., 1995). A molécula do NO tem um elétron ndo pareado e reage
facilmente com oxigénio, radical superoxido, ou metais de transi¢do, como ferro, cobalto,

manganés ou cobre nitrato (KIECHELE & MALINSKI, 1993). O NO tem alta afinidade



com o heme, encontrado em proteinas intracelulares (6xido nitrico sintase, cicloxigenase e
guanilato ciclase) e também liga-se a grupos -SH, formando nitrosotiol (WENNMALM,
1994).

Virias células utilizam a l-arginina para sintetizar o 6xido nitrico (PALMER &
MONCADA, 1998; WU & MORRIS, 1998).

Nas células do endotélio vascular, na presenca de oxigénio molecular, o terminal
guanidino nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso, NO, e L-citrulina em
um processo catalisado pela enzima 6xido nitrico-sintase (NOS) (KUO & SCHROEDER,
1995). A sintese de NO envolve duas etapas. Na primeira, ocorre a hidroxilagdo de um dos
nitrogénios guanidinos da L-arginina para gerar NG-hidroxi-L-arginina (NHA). Esta
reacdo utiliza NADPH e oxigénio (O,) e, provavelmente, envolve o complexo heme da
NOS. Na segunda etapa, ocorre a conversao da NHA em NO e citrulina. Flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4) sdo
utilizados como co-fatores na reacdo (MARLETTA, 1994; MARLETTA e cols, 1998).

O NO produzido na célula endotelial difunde-se rapidamente para a célula muscular
e para o lumen vascular. A difusdo rapida e a facilidade com que esta molécula penetra em
outras células, gracas ao seu pequeno tamanho e a sua caracteristica lipofilica, sdo cruciais
para o entendimento das suas atividades biologicas (MONCADA e cols, 1991). No interior
da célula muscular, o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato ciclase
(GC), acarretando uma alteracdo da conformacao desta enzima, tornando-a ativa (GCa). A
GCa catalisa a saida de dois grupamentos fosfato da molécula de guanosina trifosfato
(GTP), resultando na formacdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). O sistema
GC/GMPc parece ter uma importancia central para a agdo fisiologica do NO
(LENHINGER, 1986; SNYDER & BREDT, 1992). O aumento da concentra¢cdo de GMPc

na célula muscular resulta no relaxamento desta célula. O mecanismo de relaxamento



envolve a diminuigdo da entrada de Ca"" para a célula, a inibigio da liberagdo de Ca"™ do
reticulo endoplasmatico e o aumento do seqiiestro de Ca’™" para o reticulo endoplasmatico
(GEWALTIG & KOJDA, 2002).

A vasodilatagdo se mantém enquanto a difusdo do NO para a musculatura lisa
vascular estiver ocorrendo. Um aumento no fluxo de NO para a musculatura lisa vascular
provoca maior relaxamento celular e maior vasodilatagdo. Se a formac¢dao de NO diminui,
ocorre uma vasoconstrigdo moderada (WENNMALM, 1994). O efeito vasodilatador do
NO parece ser mantido por estimulos fisicos do fluxo pulsatil e for¢a de cisalhamento nas
células endoteliais vasculares (WONG & MARSDEN, 1996). O NO também pode ser
produzido pelas células musculares lisas, podendo regular a atividade dessas células por
um mecanismo dependente da GMPc (MOLLACE e cols, 1991).

A interagdo do NO com a guanilil ciclase solivel provoca muitos efeitos
fisiologicos e fisiopatologicos. Entretanto, o NO, ou os produtos de sua reacdo, como
oxigénio “singlet” e radicais superoxido, podem modificar diferentes macromoléculas
como proteinas, lipidios e acidos nucléicos para produzir tanto efeitos fisiolégicos como
fisiopatoldgicos (DAVIS e cols, 2001).

Sao descritas trés isoformas de NOS, sendo uma NOS induzida (iNOS) e duas NOS
constitutivas (a NOS neuronal -nNOS ou NOS I e a NOS endotelial -eNOS ou NOSIII)
(KIECHELE & MALINSKI, 1993; WONG & MARSDEN, 1996). Todas as trés
isoenzimas sdo semelhantes estruturalmente, porém reguladas de modo diverso e induzidas
a partir de genes localizados nos cromossomos 7 (isoforma I), 12 (isoforma II) e 17
(isoforma III) ( WANG & MARDSEN, 1995). As NOS estdo presentes no citosol, e sdo
inibidas por analogos da L-arginina (MONCADA e cols, 1991) e requerem NADPH,
tetrahidrobiopterina (BH4), flavina adenine dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo

(FMN) e heme como cofatores (FARREL & BLAKE, 1996).



As isoenzimas NOS podem ser, sob ponto de vista pratico, caracterizadas como de
baixo ou alto débito conforme a duracao da atividade da NOS.

As isoformas I e III (nNOS e eNOS) s3o de baixo débito, estando envolvidas em
processos homeostaticos como neurotransmissao, peristaltismo, controle imediato da PA
(ZHANG E COLS, 1994). Considera-se a eNOS de menor débito do que nNOS. Ja a
isoenzima II ou iNOS, quando estimulada permanece em atividade por horas com
mecanismo de sinergismo de indu¢do inclusive do proprio NO produzido (GELLER e cols,
1993).

Outra classificagdo das NOS ¢ determinada pela sua dependéncia de célcio para
ativagdo. O Ca'" é um importante sinalizador citoplasmatico, atuando a partir de ligagdes
com proteinas intracelulares receptoras especificas. Uma destas proteinas citoplasmaticas
(Ca""-receptoras) é a calmodulina, encontrada em praticamente todas as células. Quando o
Ca™" se liga a calmodulina forma-se o complexo Ca"/calmodulina, este, um elemento
regulatério de algumas atividades enzimdticas intracelulares. Quando a concentragdo
intracelular de Ca"" cai, desfaz-se o complexo Ca’'/calmodulina e a atividade enzimatica ¢
desativada. Este mecanismo Ca'/calmodulina é responsavel pela ativagdo da eNOS. No
caso da nNOS, segue-se 0 mesmo mecanismo descrito. Para a iNOS, o mecanismo de agdo
depende da concentragdo intracelular de Ca™" somente para ativagdo, sendo que a queda do
Ca'" intracelular ndo inibe a atividade da iNOS. Assim, classificam-se as NOS como
calcio-dependentes (que sdo as isoformas I e III) e célcio-independentes (isoforma II)
(NATHAN & XIE, 1994).

A isoforma I ou 6xido nitrico-sintase neuronal (nNOS) ¢ uma NOS constitutiva,
presente em neurdnios, células epiteliais, SNC e Sistema Nervoso Periférico, nervos
autondmicos nao adrenérgicos ndo colinérgicos (NANC), macula densa do rim, medula

4

adrenal, musculo esquelético, o6rgdo sexual masculino, células 3 pancreatica e outros. E



calcio-calmodulina dependente e regula a transmissao sindptica no SNC; atua na regulacao
central da pressdo sangiiinea, no relaxamento do musculo liso e na vasodilatacdo via
nervos periféricos. Também regula o fluxo sangiiineo cerebral local e estd envolvida na
formacdo da memoria (FORSTERMANN e cols, 1994).

A isoforma II ou o6xido nitrico-sintase induzida (iNOS) ¢ manifestada em uma
multidio de células diferentes, incluindo macréfagos, células endoteliais, células da
musculatura lisa vascular e midcitos cardiacos, depois de estimulagdio com
lipopolissacarides (LPS), citoquinas (como IL-1B, TFN-a, IFN-y, IL-6) e outros. Por estas
caracteristicas tem importante papel em atividades antimicrobianas, antiparasitarias e
antineoplasicas (FORSTERMANN & KLEINERT, 1995). Esta isoforma nio ¢ regulada
pelo célcio. Ela produz grande quantidade de NO que tem efeito citostatico nas células
alvo parasitadas via inibicdo de enzimas férricas, causando fragmentacdo do DNA. A
indugdo da iNOS esta envolvida na fisiopatologia das doengas auto-imunes e no choque
séptico (FORSTERMANN e cols, 1994).

A isoforma III ou 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) ¢ uma NOS constitutiva e
produz NO em endotélio vascular sob condi¢cdes basais, mas a for¢a de cisalhamento
produzida pelo fluxo sangiiineo pode incrementar sua produgao.

A atividade do NO foi relatada em endotélio, cerebelo, nervos NANC, macréfagos,
neutrofilos, rins, células epiteliais pulmonares, mucosa gastrintestinal e miocardio
(KIECHELE & MALINSKI, 1993; BARRACHINA e cols, 2001; SHAPIRA &
WEISSMAN, 1994).

No sistema nervoso central (SNC) e periférico, a fungdo do NO ainda ndo estd
muito bem elucidada. Além do NO atuar como neurotransmissor, ele media a plasticidade”

sinaptica” (SHIBUKI, 1994) (capacidade de modula¢do e adaptacdo das sinapses para



transmissdo do impulso nervoso) e facilita a liberacdo de outros neurotransmissores e
hormoénios (DAWSON, 1994).

Atualmente, todas as evidéncias levam a crer que o NO ¢ o principal regulador da
pressdo sanguinea e este controle ¢ efetuado a partir da producdo de NO nas células
endoteliais. Neste processo, observa-se que varios mensageiros quimicos, incluindo
horménios e acetilcolina (Ach), podem ativar a enzima eNOS, ligando-se a receptores
apropriados na membrana da célula endotelial. (FELDMAN e cols, 1993; FRICKER,
1995; SNYDER & BREDT, 1992).

O NO também atua no sistema de defesa do organismo, sendo demonstrada sua
acdo bactericida, antiparasitaria e antiviral (DRAPIER e cols., 1988; LOWENSTEIN e
cols., 1993), além de ser capaz de destruir células tumorais (FORSTERMANN e cols,
1994).

Tem sido demonstrado que o NO produzido pelo endotélio vascular ou oriundo de
doadores exdgenos ¢ capaz de inibir a proliferagdio da camada muscular, embora o
mecanismo de atividade antiproliferativa ndo esteja completamente esclarecido
(GEWALTIG & KOJDA, 2002; SCOTT-BURDEN & VANHOUTTE, 1993).

O NO tem efeito antioxidativo, onde 0 NO produzido pela e-NOS induz a produgao
da enzima superoxido dismutase (SOD) na camada muscular do vaso e extracelular,
diminuindo o O*"disponivel e, conseqiientemente, a produ¢io de ONOO™.(WOLIN, 2000).

No sistema circulatorio, em particular na coagulacdo sangiiinea, o NO esta
envolvido com as cascatas fibrinolitica ¢ trombotica associadas com dano endotelial, sendo
que as propriedades antitromboticas do NO resultam, em parte, da inibigdo da adesdo e
agregacao plaquetaria (KUO & SCHROEDER, 1995; LOSCALZO, 2001).

O tonus vascular ¢ normalmente mantido por uma constante liberacdo de

quantidades infimas de NO sempre que ha um aumento do atrito exercido pelas células



circulantes sobre a camada endotelial do vaso (shear-stress), resultando em uma discreta
vasodilatagdo (WENNMALM, 1994). Além disso, a pressdo sangiiinea e o fluxo pulsatil
contribuem para regular a liberacdo de NO em condigdes fisiologicas (NAVA &
LUSCHER, 1995).

Em alguns leitos vasculares, além da continua liberacdo de NO pelo endotélio,
mediado por hormdnios e ‘“shear-stress” como acima citado, o NO pode também ser
liberado diretamente na vizinhanga dos musculos lisos vasculares da camada média pela
presenca de nervos autondmicos do tipo NANC, liberadores de NO via ativagao de nNOS,
conhecidos como nervos nitrérgicos, inervando esta regido. Um exemplo em particular
deste fenomeno, foi muito bem descrito na inervacdo autondmica parassimpatica da
musculatura lisa que envolve os vasos penianos e corpos cavernosos € esponjosos do pénis
(BURNETT, 1995). A ativagao dos nervos parassimpaticos pelvinos, originados da medula
espinhal sacral, por meio da excitagdo sexual, resulta na liberagdo de NO, que atuando
como neurotransmissor, leva ao relaxamento da musculatura lisa dos vasos penianos e ao
engurgitamento dos corpos cavernosos e esponjosos, determinando o fendmeno da eregdo
peniana (BURNETT, 1995).

O conhecimento das importantes agdes do Oxido nitrico, protegendo o sistema
cardiovascular em geral e promovendo a ere¢do peniana, em especial, deu inicio em
meados dos anos 90, a uma verdadeira corrida para o desenvolvimento de novos farmacos
que agissem modulando e estimulando a via da l-arginina - 6xido nitrico -GMPc, os quais
teriam, potencialmente, efeitos benéficos como vasodilatadores e anti-hipertensivos em
geral e poderiam ser inclusive eficazes no tratamento da disfungdo erétil, em especial. Uma
das varias novas modalidades de farmacos desenvolvidas foi aquela baseada no mecanismo

de acdo de inibicdo da fosfodiesterase-5, a qual é reconhecida como um degradador



fisiologico do GMPc nos leitos vasculares. O primeiro protdtipo desta nova classe de

farmacos foi o citrato de sildenafil (BOOLELL e cols., 1996).

2. CITRATO DE SILDENAFIL

O Citrato de Sildenafil pertence a uma classe de compostos chamada de inibidores
de fosfodiesterases (PDE). PDEs incluem uma familia diversa de enzimas que hidrolisam
nucleotideos ciclicos (cAMP e cGMP) e exercem um papel critico na modulagao da via de
sinalizacdo do segundo mensageiro ( BEAVO, 1995).

O sildenafil ¢ um inibidor seletivo da PDE-5, especifica do GMPc (BOOLELL e
cols, 1996). H4 11 familias de PDEs que foram identificadas em tecidos de mamiferos
(CORBIN & FRANCIS, 2002), e a distribuicdo das varias PDEs varia entre diferentes
tecidos e tipos celulares (WALLIS e cols, 1999). PDEs contribuem de maneira importante
para a modulagdo de diversos processos fisiologicos (BEAVO, 1995).

As PDEs variam de acordo com a especificidade de seu substrato para cAMP e
cGMP: PDES, PDE6 e PDE9 sdo especificas para cGMP; PDE4, PDE7 e PDES sdo
especificas para cAMP; e PDE1, PDE2, PDE3, PDE10 e PDEI11 tém especificidade mista
para cAMP/cGMP (ROTELLA, 2002).

O efeito do sildenafil ¢ mais potente para a PDE-5 quando comparado a outras
PDEs conhecidas (10 vezes para a PDE-6, > 80 vezes para a PDE-1 e > 700 vezes para a
PDE-2, PDE-3, PDE-4 e PDE-7 - PDE-11). A seletividade do sildenafil, aproximadamente
4000 vezes maior para a PDE-5 versus a PDE-3, ¢ importante, uma vez que a PDE-3 esta
envolvida no controle da contratilidade cardiaca (WALLIS ¢ cols, 1999).

O sildenafil ¢ eliminado predominantemente através do metabolismo hepatico

(principalmente via citocromo P450 3A4), e ¢ convertido a um metabolito ativo com
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propriedades semelhantes ao sildenafil inalterado (STEERS, 1998). A absor¢do do
sildenafil ¢ rapida apds administracdo oral, apresentando uma biodisponibilidade absoluta
de aproximadamente 40%. (GOLDSTEIN e cols, 1998). O sildenafil, a uma concentragdo
equivalente a 3.5 nM, inibe em 50% a atividade da enzima humana PDE-5, in vitro
(PARUMS e cols, 2000). As concentragdes plasmaticas maximas observadas sdo atingidas
de 30 a 120 minutos (em média 60 minutos) apés uma dose oral, em jejum. Quando o
sildenafil ¢ administrado com uma refei¢do rica em lipides, a taxa de absorcao ¢ reduzida,
verificando-se um atraso médio de 60 minutos no Tmax intestinal e uma redugdo média de
29% na Cmax (BOOLELL e cols, 1996).

O volume médio de distribui¢do do sildenafil no estado de equilibrio (steady state)
¢ de 105 litros, indicando sua distribui¢do nos tecidos. O sildenafil e o seu principal
metabolito circulante, o N-desmetil-sildenafil, apresentam uma ligacdo as proteinas
plasmaticas de aproximadamente 96%. A ligagdo protéica ¢ independente da concentragdo
total do farmaco. (GOLDSTEIN e cols, 1998; BOOLELL e cols, 1996). O sildenafil sofre
depuragdo hepética principalmente pelas isoenzimas microssomais CYP3 A4 (via principal)
e CYP2(C9 (via secundaria). O principal metabolito circulante, que mais tarde também ¢
metabolizado, resulta da N-desmetilagdo do sildenafil. (GOLDSTEIN e cols, 1998;
MUIRHEAD e cols, 2002). Esse metabdlito apresenta perfil de seletividade para as PDEs
semelhante ao sildenafil, e poténcia de inibigdo in vitro para a PDE-5 de aproximadamente
50% da verificada para o farmaco inalterado. As concentragdes plasmaticas desse
metabolito sdo de aproximadamente 40% da verificada para o sildenafil (GOLDSTEIN e
cols, 1998). O sildenafil e o seu metabdlito N-desmetil, apresentam meia-vida de
aproximadamente 4 h. (GOLDSTEIN e cols, 1998; STEERS, 1998).

O clearance total do sildenafil ¢ de 41 L/h, com meia-vida de 3-5 horas. Apos

administracdo oral ou intravenosa, o sildenafil ¢ excretado sob a forma de metabolitos,
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predominantemente nas fezes (aproximadamente 80% da dose oral administrada) e em
menor quantidade na urina (aproximadamente 13% da dose oral administrada) (BOOLELL
e cols, 1996).

Os efeitos colaterais mais freqiientes podem ser: 1) vasodilatadores: cefaléia (16%),
rubor (10%) e rinite (4%). Tontura (2%), hipotensdo comum e hipotensdo postural (2%
cada) ocorreram com freqiiéncia idéntica nos grupos sildenafil e placebo; 2)
gastrointestinais: dispepsia por refluxo (7%); 3) visuais: aumento da sensibilidade a luz ou
visdo azul-esverdeada ou turva (3%), principalmente com doses de 100mg; 4) musculo-
esqueléticos: mialgias, principalmente com multiplas doses, sem alteragdes na
concentragdo da creatinofosfoquinase e no eletromiograma; 5) priapismo: tém sido
descritos relatos ocasionais (ACC/AHA EXPERT CONSENSUS DOCUMENT, 1999;
ZUSMAN, 1999).

Em virtude dos enormes beneficios trazidos para o tratamento da disfuncdo erétil
masculina, da boa tolerabilidade e uma baixa incidéncia de efeitos colaterais, o sildenafil
foi rapidamente aceito para uso geral na populagdo para o tratamento de disfungdo erétil
(ACC/AHA EXPERT CONSENSUS DOCUMENT, 1999; ZUSMAN, 1999).

Entretanto, relatos epidemioldgicos no final dos anos noventa, inicio de 2000,
encontraram um associacao significante e independente do uso de citrato de sildenafil e o
aumento de arritmias cardiacas graves e de morte cardiaca subita, principalmente naqueles
com insuficiéncia cardiaca em uso de nitratos organicos para alivio de pré-carga cardiaca
(ACC/AHA EXPERT CONSENSUS DOCUMENT, 1999; ZUSMAN, 1999). Tal
associagdo trouxe um importante alerta para a comunidade médica e suscitou uma série de
novos estudos objetivando identificar as razdes desta associacdo indesejavel.

Um dos principais mecanismos propostos foi a inducdo provocada pelo sildenafil,

provavelmente por via reflexa, de uma disfungdo autondmica aguda, caracterizada por
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hiper-excitacdo simpdtica e/ou inibicdo vagal cardiaca, a qual agindo num substrato
cardiaco patologico (a insuficiéncia cardiaca), ¢ reconhecidamente, extremamente
deletéria, colocando em risco o funcionamento elétrico do coracdo e predispondo ao
surgimento de arritmias cardiacas graves e morte subita. Os nitratos organicos, uma vez
agindo na promog¢do de uma maior biodisponibilidade direta de NO para os tecidos
vasculares, obviamente potenciam as respostas do sildenafil e, provavelmente, seus efeitos

reflexos (ACC/AHA EXPERT CONSENSUS DOCUMENT, 1999; ZUSMAN, 1999).

3. CONTROLE AUTONOMICO CARDIOVASCULAR

O sistema nervoso autondmico influencia tonica e reflexamente o sistema
cardiovascular, uma vez que, tanto a noradrenalina como a acetilcolina liberadas no
coracdo, modificam o débito cardiaco por alterar a for¢a de contracdo das fibras
miocardicas e a freqiiéncia cardiaca. Nos vasos de resisténcia da circulacdo sistémica, a
libera¢dao de noradrenalina modifica o estado contratil do musculo liso vascular e, assim, a
resisténcia vascular periférica (FRANCHINI & COWLEY, 1996). Além disto, o simpatico
pode exercer efeito trofico sobre as células musculares lisas e miocéardicas (VICTOR &
MARK, 1995; FRANCHINI, 1998).

Em adicdo, respostas reflexas do simpatico e do parassimpatico permitem ajustes
do débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica, contribuindo para a estabilizacdo e
manutengdo da pressdo arterial sistémica durante diferentes situagdes fisiologicas
(COWLEY & FRANCHINI, 1996). Nesse contexto, sabe-se que pelos menos trés dos
maiores arcos reflexos estdo envolvidos na modulag¢do da atividade parassimpatica para o

coracdo e simpdtica para coracdo e vasos, ligados aos pressorreceptores arteriais (alta
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pressdo), aos receptores cardiopulmonares (baixa pressdo) e aos quimorreceptores arteriais
(IRIGOYEN e cols, 2003).

Os pressorreceptores arteriais, ou também chamados de barorreceptores, sdo
terminais nervosos situados nas paredes das artérias; quando estirados, sdo, também,
estimulados. Eles sdo extremamente abundantes na parede de cada artéria carotida interna,
ligeiramente acima da bifurcacdo carotidea, area conhecida como seio carotideo, e na
parede do arco aortico. Os sinais sdo transmitidos de cada seio carotideo por meio do
pequeno nervo de Hering até o nervo glossofaringeo, e dai para o nucleo do trato solitario
(NTS) na area bulbar do tronco cerebral. Os sinais provenientes do arco da aorta sdo
transmitidos através dos nervos vagos também para a mesma area do bulbo (GUYTON &
HALL, 2002).

Os pressorreceptores arteriais por serem mecanorreceptores sensiveis —as
deformacdes da parede vascular e, devido ao seu alto ganho, constituem-se na forma mais
importante de controle da pressdo arterial em curto prazo, ou seja, momento a momento.
Além do controle reflexo da atividade autondmica, os pressorreceptores também exercem
controle tonico sobre a atividade simpatica (inibi¢do) e parassimpdatica (estimulacdo).
Assim, o comprometimento da funcdo dos pressorreceptores pode atuar como elemento
permissivo ao estabelecimento de alteragcdes primarias de outros mecanismos de controle
da funcdo cardiovascular, por ndo modular a atividade simpatica e parassimpatica de modo
adequado (IRIGOYEN e cols, 1991; IRIGOYEN e cols, 1995).

O reflexo barorreceptor pode ser ativado pelo estimulo mecanico dos corpos
carotideos, manobra de Valsalva, mudancas posturais e injecdo de drogas, os quais
induzem modificagdes de pressdo arterial que devem ocasionar modificacdes da freqiiéncia

cardiaca (FERRER e cols, 1991).
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Em modelos animais, a sensibilidade barorreflexa pode ser avaliada pela infusdo de
drogas vasoativas, fenilefrina e nitroprussiato de soédio, as quais induzem aumentos e
quedas da PA que promovem respostas bradicardicas e taquicardicas, respectivamente.
Pelo menos trés métodos de avaliacdo dessas respostas de FC as alteragdes da PA estdo
padronizados e sdo muito utilizados na literatura: a) o indice de sensibilidade, b) a
regressao linear e, ¢) a curva sigmoide (FARAH e cols, 1999).

A freqiiéncia cardiaca (FC) estd constantemente submetida a flutuagcdes no tonus
autondmico, determinadas pela ativagdo e/ou inibicdo simpdatica e parassimpatica.
Diferentes estimulos, como respiracdo, contragdo muscular e graus variaveis de
estimulagdo dos barorreceptores arteriais (adrticos, carotideos e pulmonares) entre outros
(HAINSWORTH e cols, 1970; HAINSWORTH, 1991), sdao os responsdveis por este
padrdo dinamico da atividade autondmica. Desta forma, varios métodos foram
desenvolvidos para avaliar a fun¢do autondmica através do comportamento varidvel
espontaneo da FC (CASTRO e cols, 1992).

O estudo da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) ¢ um método que nos
permite analisar as flutuagdes que ocorrem durante periodos curtos ou prolongados (24h)
(MALIK & CAMM, 1995; TASK FORCE, 1996), tendo a vantagem de possibilitar uma
avaliagdo ndo invasiva e seletiva da fungdo autonomica. Este tipo de andlise recebeu
grande impulso apds o estabelecimento da forte e independente relacdo entre VFC e
mortalidade pds-IAM (BIGGER e cols, 1992; KLEIGER e cols, 1987).

Dois métodos sdao normalmente utilizados para a avaliagdo da variabilidade
cardiovascular. Um explora o dominio de tempo, usando indices estatisticos (tais como,
desvio padrio ou varidncia) extraidos das variacdes temporais dos ciclos (expressos
normalmente em ms) ou dos percentuais de flutuagdo observados em ciclos adjacentes

(KLEIGER e cols, 1987). Outro, no dominio da freqiiéncia, define e separa, por meio da



15

analise espectral, os diversos componentes oscilatorios em freqiiéncias e amplitudes
distintas (PAGANI ¢ cols, 1986; TASK FORCE, 1996).

Os varios indices propostos para mensuracao da VFC no dominio do tempo podem
ser derivados de célculos aritméticos, estatisticos ou geométricos (histograma R-R), que
englobam todo o periodo de gravacdo ou parte do mesmo (TASK FORCE, 1996). Os
indices mais popularizados at¢é o momento, com as suas abreviagdes conhecidas

internacionalmente, sdo os seguintes:

RR médio = média de todos os intervalos RR normais;

. SDNN = Desvio padrao de todos os intervalos RR normais;

. SDNNi = Média dos desvios padrdes dos intervalos RR normais calculados

em intervalos de 5 minutos;

. SDANN = Desvio padrdo das médias dos intervalos RR normais calculados

em intervalos de 5 minutos;

. RMSSD = Raiz quadrada da soma das diferengas sucessivas entre intervalos

RR normais adjacentes ao quadrado;

. pNNS50 = Percentual de intervalos RR normais que diferem mais que 50

milissegundos de seu adjacente.

Antes da ampla disponibilidade de microcomputadores potentes, Ewing e cols
(EWING e cols, 1985) padronizaram um conjunto de testes para avaliar a integridade do
sistema nervoso autonomo (SNA), baseado nas respostas da freqiiéncia cardiaca e da
pressdo arterial a estimulos padronizados. De uma forma geral, os testes que avaliam a
variagdo da freqiiéncia cardiaca referem-se a integridade do sistema nervoso
parassimpatico e os que avaliam a variacdo da pressdo arterial, ao sistema nervoso
simpatico. Apesar de serem muito usados na préatica clinica e em laboratorio, ainda ha

duvidas quanto a escolha do melhor teste. O significado fisioldgico desses indices, quando
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calculados por periodos longos de tempo, tem sido estudado basicamente através da
correlagdo com os achados da andlise espectral. De uma forma geral, todos eles
correlacionam-se com os componentes de alta freqiiéncia, mas ndo permitem distinguir
quando as alteragdes da variabilidade da freqiiéncia cardiaca sdo devidas a aumento do
tonus simpatico ou a retirada do tonus vagal (RIBEIRO & MORAES, 2005).

O estudo no dominio da freqiiéncia ou a andlise espectral tem alcancado
consideravel interesse por ser um método ndo-invasivo que estima atividade neural e nao
neural para oscilagdes a curto e longo prazo da freqiiéncia cardiaca (TASK FORCE, 1996).

A andlise espectral foi descrita pela primeira vez em 1720, pelo Bardo francés Jean
Baptiste J. Fourier. Ele demonstrou que os sinais oscilatérios compostos podem ser
decompostos em ondas sinusoidais com diferentes amplitudes, fases e freqiiéncias (hertz),
a partir de uma fun¢do matematica por ele descrita, denominada de Func¢ao de Fourier. Os
algoritmos mais utilizados para a execucao da andlise espectral sdo: a transformacao rapida
de Fourier e a andlise autorregressiva. Com esse tipo de analise podemos obter os espectros
com suas respectivas poténcias a partir de bandas de freqii€éncia pré-determinadas (TASK
FORCE, 1996).

Trés principais componentes espectrais, expressos em termos de areas que integram
determinadas faixas de freqiiéncias espectrais, foram descobertos em seres humanos. Em
relacdo a variabilidade da freqiiéncia cardiaca, um componente inclui as freqiiéncias
espectrais muito baixas (very low frequency: VLF ou MBF < 0,04 Hz), provavelmente
relacionado a termo-regulagdo, ao sistema renina-angiotensina etc. Um segundo
componente retne as freqiiéncias espectrais baixas (low frequency: LF ou BF = 0,04 a 0,15
Hz), relacionado com a modulacdo autondmica barorreflexa, refletindo predominantemente
modulagdo simpatica. Um terceiro componente, que integra as altas freqiiéncias espectrais

(high frequency: HF ou AF = 0,15 a 0,50 Hz), coincide com o ritmo respiratério, o qual
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expressa exclusivamente a influéncia parassimpatica sobre o nodo sinusal, manifestada
pela arritmia sinusal respiratéria (PAGANI e cols, 1986; AKSELROD e cols, 1981).

A analise espectral também vem sendo muito utilizada em modelos experimentais.
Em animais de pequeno porte, como ratos, a banda de HF apresenta oscilagcdes em torno de
0,75 a 3 Hz, a de LF, em torno de 0,20 a 0,75 Hz, ¢ de VLF, abaixo de 0,20 Hz (PAGANI

& MALLIANI, 1994).

4. OXIDO NiTRICO E O SISTEMA AUTONOMICO CARDIOVASCULAR

Estudos recentes sugerem que o o6xido nitrico (“nitric oxide” - NO) enddgeno
apresenta um importante papel no controle do sistema autondmico cardiovascular.
(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). Dados morfologicos evidenciaram que até 40%
dos nervos cardiacos periféricos intrinsecos expressam NOS neuronal (nNOS) (ARMOUR
e cols., 1995), incluindo as terminacdes nervosas que inervam as regides dos nos sino-atrial
(n6 SA) e atrioventricular (n6 AV) (KLIMASCHEWSKI ¢ cols., 1992). A NOS endotelial,
por sua vez, tem sido identificada dentro de cardiomidcitos do n6 SA e em capilares
adjacentes (HAN e cols., 1998). O NO gerado nestes sitios autondmicos cardiacos
periféricos parecem aumentar ndo somente a resposta de freqliéncia cardiaca a estimulacao
nervosa parassimpatica vagal (ELVAN e cols., 1997; CONLON & KIDD, 1999; CHOATE

e cols.,, 2001; HERRING & PATERSON, 2001), mas também parecem aumentar o
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antagonismo parassimpatico das respostas simpaticas cardiacas (atividade simpato-
inibitéria indireta) (ELVAN e cols., 1997; SEARS ¢ cols., 1998). Além do mais, o NO
parece inibir diretamente as respostas cardiacas a estimulagcdo simpdtica em animais
(BALLIGAND, 1999).

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 estimulagao de correntes de
marcapasso Ir (MUSIALEK e cols., 1997). Entretanto, este efeito direto observado in vitro
parece ser menos importante, uma vez que o mesmo ndo tem sido descrito na maioria dos
estudos realizados in vivo, com a inerva¢do autondmica intacta. Assim, qualquer efeito
direto do NO sobre o n6 SA ¢ sobrepujado pelos efeitos opostos do NO sobre o controle
autonémico cardiaco (CHOWDHARY e cols., 2004).

Os efeitos diretos do NO sobre neuronios vagais cardiacos ou sobre cardiomidcitos
sao mediados pelo GMPc, o qual ¢ sintetizado pela GC, ap0s ser ativada por nitrosilacdo
mediada pelo NO. Os efeitos neuronais e cardiacos do GMPc ndo sdo ainda muito bem
conhecidos, sendo alvo de intenso estudo recentemente. Estimulacdo de receptores
muscarinicos ativa eNOS ligada a cavéolas em cardiomiocitos (FERON e cols., 1998). A
geracdo de NO resultante provoca uma inibicdo GMPc-dependente da corrente de entrada
lenta de cdalcio (Icar), a qual pode mediar, pelo menos parcialmente, a resposta
bradicardica muscarinica. Nenhum efeito do NO sobre correntes de saida de potéssio,
operadas pela acetilcolina (via muscarinica direta), foi evidenciado até o momento (HAN e
cols., 1998). Por outro lado, doadores de NO ou mais especificamente a tranfec¢do génica
adenoviral de NOS neuronal em atrio direito de cobaia foi capaz de aumentar a liberagao
de GMPc mediada pela acetilcolina de terminagdes vagais em respsota a estimulagdo

elétrica, sugerindo um eventual efeito pré-sinaptico da via NO-GMPc sobre a liberagdo
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neural de acetilcolina no coragdo (HERRING & PATERSON, 2001; MOHAN e cols.,
2002).

Todos os achados descritos acima parecem evidenciar que um aumento da via da L-
Arginina-NO-GMPc no coragdo, poderia levar a um aumento na modulagdo
parassimpadtica, associada com reducdo, concomitante, na modulagdo simpatica cardiaca, o
que poderia ser de grande beneficio na redugdo de risco cardiovascular, de arritmias
cardiacas graves e de morte stbita, no contexto de inimeras doengas cardiovasculares que
cursam com reducdo da atividade vagal e aumento da atividade simpatica cardiaca, como a
doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca e a hipertensdo arterial sistémica. Varias
estratégias de melhoria desta via tém sido estudadas, por exemplo, através de farmacos que
provocam uma acentuagdo da producdo do NO, através da suplementagdo com L-arginina,
regulacdo da producdo da NOSe, administracio de estrogenos, de vitamina C, e de
inibidores da PDE 5, como o sildenafil, o qual aumenta a biodisponibilidade do GMPc

(CORBIN & FRANCIS, 1999).

S. SILDENAFIL E O SISTEMA CARDIOVASCULAR

O sildenafil possui efeitos cardiovasculares importantes. Ele age competindo com a
PDE-5, levando assim a uma reducdo da degradacao do GMPc, ocorrendo o aumento desse
nos tecidos, resultando em vasodilatagdo e conseqiientemente melhora da disfungdo erétil.
A PDE-5, responsavel pela degradacio do GMPc, pode ser encontrada nos corpos
cavernosos, na parede das artérias pulmonares e coronarias, na parede das veias sistémicas,
nos musculos esqueléticos, visceras e musculos traqueobronquicos, cérebros, retina e

plaquetas (RAJA & NAYAK, 2004). Expressdo de PDE-5 também tem sido descrita no
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musculo cardiaco, embora ndo especificamente sobre neurdnios intrinsecos do coracao
(DAS e cols., 2005).

O sildenafil possui efeitos cardiovasculares sobre a FC, PA, na circulagdo pulmonar
e corondria, no endotélio, na repolarizacdo cardiaca e sobre a faléncia cronica cardiaca
(RAJA & NAYAK, 2004). Mais recentemente, um efeito cardioprotetor dos inibidores da
PDE-5 tem sido descrito no contexto da isquemia cardiaca, através da diminuicao da area
infartada, melhora da fungdo ventricular esquerda, diminui¢do da incidéncia de fibrilagdo
ventricular e diminui¢do da necrose miocardica. (KUKREJA e cols., 2003.). O NO pode
ser identificado como um mediador essencial nesta a¢do cardioprotetora. Num evento
isquémico agudo, grande liberagdo enddgena de mediadores como a adenosina e a
bradicinina pode ser verificada. Estes mediadores, por sua vez, podem desencadear uma
cascata de eventos, através da acdo de proteinas quinases, resultando na fosforilagdo das
enzimas NOS e formacdo de NO. Este, por sua vez, através da estimulagdo da guanilato-
ciclase, induz a um aumento no conteido de GMPc intra-celular, o qual ativa a proteina
quinase G (PKG). Entre os varios efeitos da PKG, pode ser descrito a a¢do fosforilante
sobre canais de potassio ATP sensiveis mitocondriais, 0s quais se tornam mais permeaveis,
aumentando a capacidade das mitocdndrias em suportar um ambiente hipdxico. Uma vez
que as mitocondrias sdo responsaveis pela sintese de ATP e manutengdo da homeostase de
Ca'?, com a abertura desses canais ocorre uma compensagio do potencial da membrana
mitocondrial, contribuindo para a cardioprotecao. O sildenafil e outros inibidores da PDES
podem potencializar os efeitos do GMPc, desencadeando esta cascata de eventos nos
midcitos cardiacos.(KUKREJA ¢ cols., 2003; DAS e cols., 2005).

Os efeitos do sildenafil devido ao aumento de GMPc na musculatura vascular,
possui propriedades vasodilatadoras, resultando em hipotensdo, alterando tanto a PA

sistolica quanto a PA diastolica, além da diminuicdo da pressdo arterial pulmonar, da
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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 acimulo de GMPc, podendo desencadear uma hipotensdo fatal.( BRINDIS
& KLONER, 2003). Portanto, esta associacdo pode aumentar o risco cardiovascular de
forma importante para eventos isquémicos e arritmicos, principalmente no inicio da terapia
ou no 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 acdo vasodilatadora na resisténcia dos vasos coronarios (RAJA &
NAYAK, 2004).

O sildenafil pode ser utilizado para reverter a disfuncdo endotelial (DE) (GROSS,
2005). A DE ¢ uma resposta anormal que leva a uma menor biodisponibilidade de NO e
debilita a vasodilatagdo, levando conseqiientemente 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
plaquetdria e aumentar a proliferagdo de células musculares lisas. Esta melhora na DE,
provoca melhora na tolerdncia aos exercicios fisicos em pacientes com faléncia cardiaca
(GROSS, 2005).

Como podem ser atestados acima, iniimeros efeitos cardiovasculares tém sido

descritos para o sildenafil. Entretanto, na literatura pouco foi encontrado sobre um eventual
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efeito do sildenafil sobre o controle autondmico cardiovascular, seja ele modulatorio,
reflexo ou tdnico. Como a via da L-arginina-NO-GMPc pode modular o controle
autonomico cardiovascular e como o sildenafil potencia o GMPc, seria o sildenafil capaz
de modificar o controle autonomico cardiovascular durante uma administracdo aguda do
mesmo?

No presente estudo, as alteracdes hemodindmicas e autondmicas cardiovasculares
foram avaliadas em ratos normotensos da cepa Wistar, os quais foram tratados com uma
administracdo aguda de citrato de sildenafil. Para proceder a avaliagdo das respostas
autondmicas, utilizou-se neste trabalho a avaliacdo da modula¢do autonémica por meio de
analise espectral da variabilidade da FC e PA, a avaliacdo do controle barorreflexo da FC e
a avaliacdo do tonus autondmico cardiaco, em ratos normais tratados agudamente com

sildenafil.



Objetivos
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre o controle

autonomico cardiovascular em ratos Wistar normotensos adultos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre a PA e FC
basais, em ratos Wistar normotensos;

2.2.2  Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre a modulagado
autonomica cardiovascular, por meio de andlise espectral da variabilidade da FC e
PA, em ratos Wistar normotensos;

2.2.3 Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre o controle
barorreflexo da FC, por meio da quantificacdo da sensibilidade barorreflexa
espontdnea por meio de andlise espectral bivariada e por meio de teste
farmacologico do barorreflexo, em ratos Wistar normotensos;

2.2.4 Avaliar os efeitos do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre o tonus
autondémico cardiaco, por meio de bloqueio farmacologico com atropina e

propanolol, em ratos Wistar normotensos.



Material e Metodos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais experimentais

Trinta e um ratos Wistar, machos, com aproximadamente 10-12 semanas de idade
(peso aproximado de 250g a 350g), foram empregados em todos os protocolos
experimentais do presente estudo. Os animais foram alojados em biotério, com ambiente
controlado (temperatura = 23° C, umidade = 40-70%, ciclo claro-escuro = 12h/12h) e
tiveram livre acesso a ragdo e agua durante todo o periodo experimental. Todos os
protocolos foram realizados observando-se as normas exigidas pelo Comité Institucional
de Manuseio de Animais de Laboratorios, e o “GUIDE FOR THE CARE AND USE OF
LABORATORY ANIMALS” editado por “US NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH”

(NIH publication n® 85 —23, revised 1996).

3.2. Procedimentos cirurgicos

Apds anestesia com pentobarbital sodico (40 mg/kg, i.p.), canulas de poli-etileno
(PE-10 fundido a uma extensdo de PE-50) (Clay Adams Brand, Polvethylene Tubing,
Becton Dickinson, Sparks, PE 10 e PE 50) foram implantadas na artéria e veia femoral
esquerda para permitir o posterior registro da pressdo arterial e a administracdo de drogas,
respectivamente. No dia seguinte os animais foram submetidos ao protocolo experimental
para avaliagdo da variabilidade cardiovascular, teste do reflexo barorreceptor e o bloqueio

autondmico farmacologico.
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3.3. Protocolo experimental

Ap0s canulagdo dos vasos femorais no dia anterior, os animais foram conectados ao
sistema de aquisicdo de dados por computador ( Aqdados, Lynx Tecnol. Eletron. Ltda, Sao
Paulo, SP). O sinal de PA foi adquirido usando freqiiéncia de amostragem de 1000 Hz.
Apds 30 minutos de estabilizagdo, um registro continuo de 15 minutos de pressdo arterial
pulsatil foi realizado para medir os valores basais de PA e FC. Em seguida iniciou-se o
tratamento com sildenafil ou veiculo, de acordo com o grupo experimental, continuando-se
o registro de PA e FC por mais 30 minutos. Estes dois periodos (15 minutos basais + 30
minutos de tratamento) foram posteriormente processados para posterior avaliagdo da
variabilidade da freqiiéncia cardiaca e pressdo arterial no dominio do tempo (varidncia) e
no dominio da freqiiéncia (andlise espectral) e calculo do alfa-indice, um indice de

sensibilidade barorreflexa espontanea, obtido por meio de andlise espectral bivariada.

Ao final dos 30 primeios minutos de registro pds-tratamento, o teste do reflexo
barorreceptor foi realizado pela inje¢do intravenosa alternada de 2 pg/ Kg e 4 pug/ Kg de
fenilefrina e de 8 pg/ Kg e 16 pg/ Kg de nitroprussiato de sédio. Esta seqiiéncia foi
repetida de forma aleatdria para cada animal. As magnitudes da bradicardia reflexa ou da
taquicardia reflexa induzidas, respectivamente, pelas respostas pressora da fenilefrina ou
depressora do nitroprussiato de sodio, foram usadas para o cédlculo da sensibilidade
barorreflexa cardiaca, por meio da quantificagdo do indice barorreflexo, o qual ¢ igual a

razao AFC/APAM, para cada fairmaco administrado.

No final do protocolo, sulfato de atropina (4 mg/Kg, i.v.) foi administrada por via
intravenosa para o bloqueio da agdo parassimpatica sobre o cora¢do. Em seguida, 15

minutos depois, cloridrato de propanolol (5mg/Kg, i.v.) foi administrado para bloquear o
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sistema simpatico e um registro de mais 15 minutos foi feito. Em metade dos animais, para
cada grupo experimental, a ordem de bloqueio autondémico foi invertida, ou seja,

propanolol foi administrado antes da atropina.

3.4. Grupos experimentais

No presente trabalho dois grupos experimentais foram estudados:

» Grupo tratado com citrato de sildenafil, n=18, (1mg/Kg, i.v., bolus seguido
de infusdo continua a 1mg/Kg/h, i.v.)
» Grupo tratado com veiculo, n=13, (Iml/kg de SF a 0,9% i.v., bolus seguido

de infusdo continua de SF a 0,9% a 1mL/Kg/h, i.v.)

A dose de sildenafil empregada no presente estudo (Img/kg/bolus +
Img/kg/h/infusdo iv.) ¢ comumente utilizada em estudos em ratos e determina
concentragdes plasmaticas similares aquelas observadas em sere humanos apos uso agudo
por via oral (WALKER e cols., 1999). Além da administracad em bolus, uma infusdo
continua foi realizada a fim de prolongar os efeitos do sildenafil por um tempo necessario a
execucdo do protocolo experimental. O volume de salina injetado, cerca de ~1mL total,
para um rato de ~300gr, ndo traz repercussdes hemodindmicas e autondmicas

significativas.

3.5. Analise dos dados
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Os valores médios de FC e de PA sistolica (PAS), média (PAM) e diastolica (PAD)
foram calculados para o periodo basal de 15 minutos e para o periodo pds-tratamento de 30
minutos de registro. Com o objetivo de se avaliar a evolucdo temporal da resposta ao
sildenafil, os valores médios de FC e de PA sistélica (PAS) e diastolica (PAD) foram
também calculados a intervalos fixos de cinco minutos para o periodo basal de 15 minutos

e para o periodo pds-tratamento de 30 minutos de registro.

Para o estudo da variabilidade cardiovascular, o sinal de PA, continuamente
registrado ao longo do protocolo, foi processado por software (Software PRE 24,
gentilmente cedido por Eng. Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildo, It4lia) de modo a
gerar séries temporais batimento-a-batimento de intervalo de pulso (IP), PAS e PAD. A
variancia dos valores de IP, PAS e PAD dentro do periodo basal e nos 30 minutos pds-

tratamento foi tomada como um indice de variabilidade no dominio do tempo.

A variabilidade do IP, PAS e PAD foi também avaliada no dominio da freqiiéncia,
empregando-se o método de andlise espectral autoregressivo. Os procedimentos teoricos e
analiticos estdo completamente descritos em publicacdes prévias (MALLIANI, 1986,
1991; TASK FORCE, 1996). Brevemente, séries temporais batimento a batimento de IP,
PAS e PAD, coletadas durante os 15 minutos de registro basal e 30 minutos de registro
pos-tratamento, foram divididas em segmentos seriados de 300 batimento, sendo que todo
segmento sucessivo sobrepunha-se em 50% (100 batimentos) no segmento anterior
(método de Welch). Usando segmentos estaciondrios das séries temporais, pardmetros
autoregressivos foram estimados através do método de Levinson-Durbin ¢ a ordem do
modelo foi escolhida de acordo com o critério de Akaike. Em seguida, sobre cada
segmento estdciondrio individual de 300 batimentos, a decomposi¢do espectral foi
realizada mediante uso de software apropriado (software LA24, gentilmente cedido pela

engenheiro Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildo, Itdlia). Este procedimento permite
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automaticamente quantificar a freqiiéncia central e a poténcia de cada componente
espectral relevante em unidades absolutas, bem como em unidades normalizadas. O
procedimento de normalizacdo, aplicado apenas a variabilidade do iRR, foi realizado pela
divisdo da poténcia do componente de baixa freqiiéncia (low frequency — LF; 0,20-0.80
Hz) ou de alta freqiiéncia (high frequency — HF; 0.80 —3.00 Hz) pela poténcia espectral
total, da qual se subtrai a poténcia da banda de muito baixa freqiiéncia (very low frequency
— VLF, 0.01-0.20 Hz), multiplicando-se o resultado por 100 (MALLIANI, 1986, 1991;
TASK FORCE,1996). Graficos espectrais sequencias (tempo x freqii€ncia) de cada animal,
compostos pelos espectros dos segmentos estacionarios de 300 batimentos foram
visualizados por meio de graficos de contorno de densidade espectral coloridos. Os
parametros espectrais obtidos para cada segmento estacionario individual de 300
batimentos foram medidos e valores médios resultantes para os 15 minutos basais e 30

minutos pds-tratamento foram obtidos para cada animal.

Para a avaliagdo da sensibilidade barorreflexa espontdnea do controle da FC, um
modelo matematico baseado na andlise espectral autorregressiva bivariada (andlise
espectral cruzada) foi aplicado a ambas as series temporais de variabilidade do intervalo de
pulso (IP) e pressdo arterial sistolica (PAS), conforme descrito na literatura (DEBOER e
cols., 1987; PAGANI e cols., 1988; RUBINI e cols., 1993). Com o uso desta abordagem,
quantificou-se a coeréncia entre os sinais, a qual descreve a relacdo linear entre as
variabilidades do IP e da PAS em cada freqiiéncia de oscilacdo e apresenta valores
variando entre 0 (nenhuma relacdo linear) e 1 (relacdo linear maxima) e o desvio de fase
(expresso em radianos), o qual estima o retardo de tempo entre os dois sinais nas diversas
bandas de freqiliéncia espectral (bandas de baixa-LF e alta-HF freqiiéncias) (DEBOER e
cols., 1987; PAGANI e cols., 1988; RUBINI e cols., 1993). Baseado em estudos prévios

(PAGANI e cols., 1988; RUBINI e cols., 1993), a sensibilidade barorreflexa espontanea
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foi quantificada como o alfa-indice, ou seja, a raiz quadrada da razdo entre as poténcias
espectrais do IP e da PAS na banda de baixa freqiiéncia (LF), desde de que nesta mesma
banda a coeréncia fosse maior que 0.5 e o desvio de fase fosse menor que zero radianos
(PAGANI e cols., 1988; RUBINI ¢ cols., 1993).

As sensibilidades bororreflexas foram também calculadas a partir de variagdoes da
FC e PAM farmacologicamnte induzidas por fenilefrina e nitroprussiato de sddio, de
adcordo com método amplamente usado, mediante o calculo da razdo entre as alteracdes
reflexas na FC provocadas por alteracdes na PA induzidas pela fenilefrina (vasoconstritor,
agonista 0 1-adrenérgico) e nitroprussiato de sodio (vasodilatador, doador espontianeo de
6xido nitrico). As razdes foram tomadas como estimativas da sensibilidade barorreflexa

tanto na bradicardia quanto na taquicardia reflexa (FARAH e cols., 1999).

Para o estudo do controle autondmico tonico do coragdo e o calculo da freqiiéncia
intrinseca de marcapasso cardiaco (FIMC) foi realizado o duplo bloqueio autondémico
sequencial com propanolol (5mg/Kg, iv.) e atropina (4mg/Kg, i.v.) para verificar
respectivamente o efeito do tonus simpdtico e parassimpatico. Atropina e propanolol foram
usados, respectivamente, para bloquear as influéncias parassimpaticas e simpaticas sobre a
FC. Apo6s um registro basal de 05 minutos, atropina foi injetada pela via venosa e a FC
registrada por 15 minutos para o calculo do efeito parassimpatico. Apds os 15 minutos,
propanolol foi injetado e a FC foi registrada por mais 15 minutos, para determinacdo da
freqiiéncia intrinseca de marcapasso cardiaco. Esta sequéncia de bloqueio autonémico foi
realizada em cerca de metade dos animais de cada grupo experimental. A administrag@o
em sequéncia reversa, ou seja, propanolol seguida de atropina foi realizada na outra metade
dos animais de cada grupo com o objetivo de se calcular, a semelhanga da sequéncia
anterior, o efeito simpatico sobre a FC e a FIMC. Uma vez calculada a FIMC, pode-se

adicionalmente calcular o indice simpato-vagal cardiaco, que nada mais ¢ do que a razdo
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entre a FC basal dividida pela FIMC. Um ISV>I1 significa um predominio do ténus
simpatico sobre o parassimpatico, e um ISV<I reflete um tonus vagal preponderante sobre
o simpatico. A efetividade do bloqueio simpatico e parassimpatico foi avaliada pela
auséncia de bradicardia reflexa apods a elevacdo da PA pela injecdo de fenilefrina e pela

auséncia de taquicardia reflexa apds a queda da PA pela injecdo de NPS, respectivamente.

3.6. Analise estatistica

Os valores amostrais, em cada grupo, apresentando distribuicdo normal e variancia
homogénea, foram considerados paramétricos e expressos como média + erro padrdo da
média. A comparacdo entre os grupos neste caso foi realizada empregando-se o teste t
“Student” para medidas independentes ou teste t “Student” pareado, quando apropriado.
Para as respostas médias de IP, PAS e PAD a cada 5 minutos durante o periodo basal e
pos-tratamento, uma ANOV A de dois fatores (tratamento x tempo) para medidas repetidas
(fator tempo), seguida do teste de comparagdes multiplas de Tukey foi realizada. Se os
valores amostrais ndo apresentaram distribuicdo normal e/ou homogeneidade da variancia,
eles foram comparados entre si pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney ou de
Wilcoxon, quando apropriado.

As diferencas entre as comparacdes efetuadas foram consideradas estatisticamente
significantes quando as probabilidades de ocorréncias casuais mostraram-se menores ou
iguais a 5% (p< 0,05).

Todos os testes estatisticos foram realizados empregando-se o software Sigmastat

2.0 (Jandel Scientific Corp., San Rafael, CA, USA).
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4. RESULTADOS

Os animais apresentaram pesos corporais similares no momento do experimento
(£295¢g no grupo sildenafil e £287g no grupo controle), (P=NS).

Os valores basais iniciais (tEPM) da freqiiéncia cardiaca e das pressdes arteriais
sistolica, diatolica e média sdo mostrados na tabela 1. Note que antes do tratamento, os

valores hemodinamicos basais foram semelhantes nos dois grupos.

Tabela 1: Valores basais médios (tepm) da freqiiéncia cardiaca e pressdes arteriais sistélica, diastolica
e média, medidos nos 15 minutos basais prévios ao tratamento nos grupos controle (Con) e

tratado com sildenafil (Sil).

Controle Sildenafil P

(n=13) (n=18)
FC (bpm) 319,9+11,1 324,9+7,7 NS
PAS (mmHg) 126,942.9 130,4+2,7 NS
PAD (mmHg) 83,54+2,6 88,0+1,9 NS
PAM (mmHg) 97,9+2,1 102,242,0 NS

FC = Freqiiéncia cardiaca; PAS = Pressdo arterial sistolica; PAD = Pressdo arterial diastolica e PAM =
Pressdo arterial média. NS = Nao significativo

Os valores médios (xEPM) da freqiiéncia cardiaca e intervalo de pulso, bem como
dos parametros de variabilidade no dominio do tempo (varidncia) e no dominio da
freqiiéncia (andlise espectral), antes (15 minutos basais) e depois do tratamento com
veiculo (controle) ou sildenafil, sio mostrados na tabela 2. Note que o tratamento com
veiculo (grupo controle) ndo provocou nenhuma modificacdo nos valores de FC e IP
(Figuras 1 e 2), bem como nos valores de variabilidade da FC, seja no dominio do tempo

ou da freqiiéncia (Tabela 2 e Figura 3). Por outro lado, o tratamento com sildenafil
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provocou uma leve, porém significativa taquicardia (Figuras 1 e 2), entretanto nao
acompanhada de modificagdes nos pardmetros de variabilidade da FC (Tabela 2 e Figura

4).

Tabela 2: Valores médios (epm) da freqiiéncia cardiaca, intervalo de pulso, varidncia e dos
componentes espectrais VLF, LF e HF da variabilidade do intervalo de pulso (IP) antes e

depois do tratamento nos grupos controle (Con) e tratado com sildenafil (Sil).

Controle Sildenafil
(n=13) (n=18)

Antes Depois Antes Depois
FC (bpm) 319,9+11,1 327,349,4 324,9+7,7 354,8+8,7*
IP (ms) 189,8+5,6 184,9+4,8 186,2+3,8 170,6+3,6*
Variincia (msz) 24,5+5,8 22,3+6,3 21,9442 19,9+4,9
VLF (ms?) 14,943,4 13,944,1 13,642,6 10,242,1
LF (ms?) 2,14£0,9 2,6£1,2 2,4+0,7 2,8+0,8
LF (nu) 14,6+2,8 15,243,7 18,343,0 18,6+2,7
HF (ms?) 7,4+1,7 5,8+1,4 5,9+1,2 6,8+2,3
HF (nu) 84,7+2,7 83,9+3,7 81,0+3,2 79,0+2,8
LF/HF 0,28+0,07 0,36+0,13 0,37+0,08 0,46+0,09

FC = Freqiiéncia cardiaca; IP = Intervalo de Pulso; VLF = Componente de muito baixa freqiiéncia; LF =
Componente de baixa freqiiéncia; LF (nu) = Componente de baixa freqiiéncia normalizado, HF =
Componente de alta freqiiéncia; HF (nu)= Componente de alta freqiiéncia normalizado, * P < 0,05 em
relagdo ao periodo antes do tratamento no grupo sildenafil.

Os valores médios (tEPM) da pressao arterial sistolica e diastolica, bem como dos
parametros de variabilidade no dominio do tempo (variancia) e no dominio da freqiiéncia
(andlise espectral) antes (15 minutos basais) e depois do tratamento com veiculo (controle)

ou sildenafil sdo mostrados nas tabelas 3 e 4. Note que o tratamento com veiculo (grupo

controle) ndo provocou nenhuma modificagdo na PAS e PAD (Tabelas 3 e 4 e Figuras 1 e
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2), bem como nos valores de variabilidade da PAS e PAD, seja no dominio do tempo ou da
freqiiéncia (Tabela 3 e 4 e Figura 3). Por outro lado, o tratamento com sildenafil provocou
uma leve, porém significativa hipotensdo arterial (Tabelas 3 e 4 e Figuras 1 e 2),
entretanto, ndo acompanhada de modificagdes nos parametros de variabilidade da PAS e
PAD (Tabelas 3 e 4 e Figura 4). A evolucdo dos pardmetros hemodindmicos medidos a
cada 5 minutos mostrou que a taquicardia ¢ mais intensa nos primeiros 10-15 minutos e

que a leve hipotensdo decorreu, principalmente, de uma reducdo da pressdo diastolica

(Figura 2).

Tabela 3: Valores médios (epm) da pressdo arterial sistélica (PAS), varidncia e dos componentes
espectrais VLF, LF e HF da variabilidade da PAS antes e depois do tratamento nos grupos

controle (Con) e tratado com sildenafil (Sil).

Controle Sildenafil
(n=13) (n=18)

Antes Depois Antes Depois
PAS (mmHg) 126,9+2,9 124,0+2,7 130,4+2,7 125,4+3,1*
Variancia (mmng) 20,9+3,4 19,0+4.,4 19,8+3,2 16,5+2.,4
VLF (mmHg?) 9,2+1,6 7,2+1,3 9,2+2,0 5,8+0,8
LF (mmHg?) 6,8+1,2 7,9+1,2 8,0+1,6 7,5+1,5
HF (mmHg?) 49422 4,0+£2,2 2,5+0,5 3,1+0,8
LF/HF 3,8£1,0 4,6+0,8 4,2+0,5 3,7+0,5

PAS = Pressao arterial sistolica; VLF = Componente de muito baixa freqiiéncia; LF = Componente de baixa
freqiiéncia; HF = Componente de alta freqiiéncia; * P < 0,05 em relacdo ao periodo antes do tratamento no
grupo sildenafil
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Tabela 4: Valores médios (tepm) da pressdo arterial diastolica (PAD), varidncia e dos componentes

espectrais VLF, LF e HF da variabilidade da PAD antes e depois do tratamento nos grupos

controle (Con) e tratado com sildenafil (Sil).

PAD (mmHg)
Variancia (mmHg?)
VLF (mmHg?)

LF (mmng)

HF (mmng)

LF/HF

Controle Sildenafil
(n=18)

Antes Depois Antes Depois
83,5+2,6 82,8+2,2 88,0£1,9 83,2+1,9*
13,7+1,5 12,3+1,6 13,8+1,7 12,0+1,8
6,7+0,9 5,4+0,9 6,6+1,0 4,8+0,6
4,8+0,8 5,1+0,9 5,6+1,1 5,6%1,0
2,0+0,3 1,7+0,3 1,6+0,2 1,6+0,3
2,6+0,4 3,9+0,6 4,5+0,6 4,4+0,4

PAD = Pressdo arterial diastolica; VLF = Componente de muito baixa freqiiéncia; LF = Componente de
baixa freqiiéncia; HF = Componente de alta freqiiéncia; * P < 0,05 em relagdo ao periodo antes do tratamento

no grupo sildenafil.
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O controle barorreflexo cardiaco, avaliado pelo alfa-indice pode ser observado na
tabela 5. Somente séries temporias de IP e PAS que apresentaram, a analise espectral
bivariada, correlagdo acima de 0,5 e desvio de fase negativo, foram incluidas no calculo do
alfa-indice (Figura 5). Note que este indice ndo sofreu modificagdes apds a administragao
de salina e nem com o tratamento com sildenafil (tabela 5). Ganho das respostas de
bradicardia e taquicardia reflexas a fenilefrina e ao nitroprussiato de sédio, pode ser
observado na tabela 5 e na figura 2, onde pode-se verificar que o tratamento com sildenafil

nao foi capaz de modificar o controle barorreflexo da FC.

Tabela 5: Valores médios (=epm) do alfa-indice, um indice de sensibilidade barorreflexa espontinea,
calculados para a banda LF das oscilagdes de IP e PAS antes e depois do tratamento nos

grupos controle (Con) e tratado com sildenafil (Sil).

Controle Sildenafil
(n=13) (n=18)
Antes Depois Antes Depois
Alfa-indice 0,49+0,09 0,43+0,08 0,53+0,07 0,53+0,07

(ms/mmHg)

ms = milisegundos; mmHg = miliimetros de mercfirio.



(ms)

(mmHg)

(rads)

Figura 5: Séries temporais de IP e PAS, bem como grificos espectrais de coeréncia e desvio de fase de
um trecho de 300 batimentos coletados apos o tratamento, de animal representativo do grupo controle
(Painel A) e de um animal representativo do grupo sildenafil (Painel B). Area hachurada nos graficos
espectrais representam a regido da banda LF, onde as coeréncias e desvios de fases sao avaliados. Note
que neste regiio, picos coerentes aparecem com simultineos desvios de fase negativos, indicando a
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O controle barorreflexo cardiaco, avaliado pelo ganho das respostas de bradicardia
e taquicardia reflexas a fenilefrina e ao nitroprussiato de sddio, pode ser observado na
tabela 6 e Figura 6, onde pode-se verificar que o tratamento com sildenafil ndo foi capaz de

modificar o controle barorreflexo da FC.

Tabela 6: Valores médios (zepm) do ganho da bradicardia e taquicardia reflexa nos grupos controle
(Con) e sildenafil (Sil).

Controle Sildenafil P
Ganho bradicardia (hpm/mmHg) -1,45+0,27 -1,86+ 0,25 NS
Ganho taquicardia (hpm/mmHg) -3,55+0,54 -3,58+0,52 NS

NS = nao significativo.

Em relagdo ao ténus autondmico, avaliado pelo bloqueio farmacolégico com
atropina e propanolol, a tabela 7 mostra os valores basais da FC antes do duplo bloqueio
autondmico e os valores da FC intrinseca, bem como os valores dos efeitos vagal e
simpatico, uma medida do balango tonico do vago e simpatico cardiacos. Pode-se notar
uma queda do efeito vagal no grupo tratado com sildenafil. Isto é confirmado pelo aumento
significativo do indice simpato-vagal (ISV) nos animais tratados com sildenafil. Em

adi¢do, o tratamento com sildenafil, ndo modificou a FIMC.
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Figura 6: Indices de sensibilidade barorreflexa obtidos a partir das razdes entre variacdes da FC
induzidas por alteracdes da PAM causadas por fenilefrina (bradicardia reflexa) e nitroprussiato de
sodio (taquicardia reflexa). Os valores das barras verticais representam os valores médios (xepm) dos
ganhos barorreflexos para a bradicardia e taquicardia reflexa em ambos os grupos experimentais.
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Tabela 7: Valores médios (epm) do controle autondomico tonico da FC representados pelos efeitos
vagal e-simpéatico nos grupos controle (Con) e tratado com sildenafil (Sil). Apés o duplo

bloqueio foi também quantificada a freqiiéncia intrinseca de marcapasso (FIMC) e o indice

simpato-vagal (ISV).

Controle Sildenafil P
ANTES DUPLO BLOQUEIO (n=11) (n=18)
FC basal 329,9+10,9 354,8+8,7 0,041
BLOQUEIO AUTONOMICO
ATROPINA - PROPANOLOL (n=5) (n=9)
FC antes 306,6+3,3 364,5+15,1%* 0,003
FC apoés atropina 426,6+15,5 428,7+13,4 NS
Efeito Vagal 120,0+15,1 64,2+9,6* 0,007
BLOQUEIO AUTONOMICO
PROPANOLOL - ATROPINA (n=6) (n=9)
FC antes 349,3+16,2 345,149,4 NS
FC apoés propanolol 326,4+15,2 308,3+4,1 NS
Efeito Simpatico -22,9+19,5 -39,2+7.5 NS
APOS DUPLO BLOQUEIO (n=11) (n=18)
FIMC (bpm) 394,9+6,1 381,7+8,4 NS
ISV 0,84+0,03 0,94+0,04* 0,024

FC = Freqiiéncia Cardiaca; FIMC = Feqiiéncia Intrinseca de Marcapasso Cardiaco; ISV = Indice Simpatico

Vagal Cardiaco; * P < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
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5. DISCUSSAO

O principal proposito do presente estudo foi o de caracterizar a variabilidade da FC
(intervalo de pulso) e da PA, por meio da andlise de variabilidade no dominio do tempo
(determinacdo da variancia) e no dominio da freqiiéncia (através da andlise espectral), bem
como o controle barorreflexo e tonico da FC, em ratos normotensos tratados agudamente
com o citrato de sildenafil. Embora amplamente estudados, principalmente em seres
humanos, quanto aos varios aspectos relacionados a farmacodindmica e farmacocinética,
os efeitos deste farmaco tém sido muito pouco investigado sobre o controle autondmico
cardiovascular e em especial sobre a variabilidade cardiovascular.

O estudo da variabilidade cardiovascular em seres humanos, por exemplo, em
portadores de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), tem revelado um enorme potencial
dos parametros de variabilidade como marcadores de risco de eventos arritmicos graves e
de mortes cardiacas associadas a ICC. Porém, as razdes que expliquem a reconhecida
habilidade destes marcadores de risco sdo muito pouco entendidas. Assim sendo, a
caracterizacdo das alteragdes na variabilidade cardiovascular, ap6s o tratamento com
sildenafil no modelo animal do rato, seria de grande valor no entendimento dos
mecanismos responsaveis pela variabilidade cardiovascular no contexto do uso do
sildenafil no tratamento da disfungao erétil.

Os principais achados do presente estudo sdo que o tratamento agudo com citrato
de sildenafil em ratos normotensos provoca diminui¢do leve, porém, significativa da PA,
acompanhada de uma discreta elevacdo da FC, a qual ¢ dependente de uma reducdo do
efeito do sistema nervoso parassimpatico vagal e de uma tendéncia de aumento do efeito
do sistema nervoso simpatico sobre o coragdo, como comprovado pelo estudo de bloqueio

farmacolégico com atropina e propanolol. Apesar da reducdo do efeito parassimpatico
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tonico cardiaco induzido pelo sildenafil, estas alteracdes ndo foram acompanhadas de
modificagdes na variabilidade cardiovascular € no controle barorreflexo da FC.

O efeito vasodilatador do citrato de sildenafil ¢ comprovado pela diminui¢cdo da
PA, conforme encontrado na literatura (PICCIRILLO e cols., 2002; VARDI ¢ cols., 2002;
OCKAILI e cols., 2002; BRINDIS & KLONER, 2003; REFFELMANN & KLONER,
2003). Esta droga atua na via NO-GMPc, onde compete com a enzima PDE-5, impedindo
a degradacdo do GMPc (CORBIN & FRANCIS, 1999). Sob a agdo do NO e a inibi¢do da
PDE-5 com o sildenafil, observa-se um acumulo do GMPc, o qual via ativagdo da proteina
quinase G (PKG), inicia uma cascata de eventos de fosforilagdo, que culminam no
relaxamento do musculo liso vascular e na conseqiiente vasodilatagio (CORBIN &
FRANCIS, 1999).

Viérios estudos em seres humanos comprovam a a¢do do sildenafil em diminuir a
PAM, tanto sistdlica quanto diastolica, associada a diminui¢do 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, diminui¢ao da pressdo arterial sistémica e pulmonar, nio alterando a pressao
dos capilares pulmonares, e ndo alterando a FC. Seu efeito vasodilatador ¢ também
observado nos vasos corondrios, regulando o fluxo sangiiineo coronariano, sendo que a
resposta da resisténcia vascular corondria a acetilcolina e ao verapamil ndo foi alterada
pelo sildenafil. Porém, a acdo vasodilatadora do sildenafil no leito coronario foi aumentada
pela nitroglicerina (BRINDIS & KLONER, 2003). A melhora do tonus vascular coronario
nos segmentos mediais e distais, tanto nos pacientes com CAD quanto nos controles,
decorre da vasodilatagdo destes segmentos estenosados da artéria coronaria (HALCOX e

cols., 2002)
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O NO age na modulagdo cardiaca vagal e seus efeitos sobre o controle barorreflexo
da FC levam a um aumento do ganho barorreflexo (CHOWDHARY & TOWNEND,
1999). No presente estudo, observou-se um aumento significativo da FC apods
administracdo de sildenafil em ratos normotensos. Encontram-se estudos na literatura que
comprovam o aumento da FC (PICCIRILLO e cols., 2002; SCHALCHER e cols., 2002;
REFFELMANN e cols., 2003), provavelmente devido a taquicardia reflexa conseqiiente a
vasodilatagdo provocada pelo sildenafil. Outros estudos, porém, ndo encontraram nenhuma
alteragdo na FC (PHILIPS ¢ cols., 2000; HALCOX e cols., 2002; VARDI ¢ cols., 2002;
BRINDIS & KLONER, 2003), provavelmente por que a vasodilatagdao ndo foi suficiente
para provocar a taquicardia reflexa. Em nossos animais normotensos, a taquicardia
observada, provavelmente, decorre da supressdo das descargas dos barorreceptores
arteriais, conseqiiente da hipotensdo arterial, a qual tem como conseqiiéncia a reducdo da
atividade parassimpética vagal e aumento da atividade simpatica cardiaca. Tal resposta
poderia sugerir uma eficacia do arco baroreflexo arterial em controlar a queda da PA
induzida pelo sildenafil, confirmando achados existentes na literatura (CHOWDHARY &
TOWNEND, 1999).

Em pacientes com ICC, apds a administracao de sildenafil (por via oral), houve
uma diminui¢do significativa da PAM, acompanhada de encurtamento do intervalo RR e
prolongamento do intervalo QT, alterando assim a repolarizacdo cardiaca. Um aumento
significativo da FC também foi observado (PICCIRILLO e cols., 2002). Nos pacientes
com ICC, a relacdo LF/HF, um marcador do balangco simpato-vagal cardiaco, foi
aumentada pelo sildenafil, ou seja, houve um aumento da atividade simpatica e/ou reducao
da atividade vagal ap6s administragdo do sildenafil. O aumento de intervalo QT foi maior
no grupo ICC tratado com sildenafil e este aumento esté relacionado com a severidade da

ICC e a presenga de arritmias malignas (PICCIRILLO e cols., 2002).
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As alteragdes nos valores basais de FC e PA ndo foram associadas a alteragdes
significativas nos parametros de variabilidade cardiovascular. Como as variagdes tanto na
FC quanto na PA foram muito discretas, ¢ possivel que a andlise da variabilidade
cardiovascular por meio de analise espectral, ndo tenha tido sensibilidade suficiente para
perceber pequenas alteragdes na modulacdo autondmica, induzidas pelo sildenafil. Estes
achados foram semelhantes aos encontrados em alguns trabalhos realizados em seres
humanos.

A analise de variabilidade da freqiiéncia cardiaca (VFC) tem se constituido em uma
acurada ferramenta de estimacdo do controle autondémico da FC em seres humanos
(MALLIANI e cols., 1991, TASK FORCE, 1996), bem como em caes (MALLIANI e
cols., 1991) e ratos (CERUTTI e cols., 1991, 1994). No dominio do tempo, uma reducio
da variancia ou do desvio padrdo (a raiz quadrada da variancia) dos intervalos RR
sucessivos ¢ indicativa de uma modulacdo vagal diminuida. No dominio da freqiiéncia,
uma poténcia reduzida do componente HF tem sido associada a uma reducdo na
modula¢do vagal cardiaca, enquanto o componente LF tem sido associado a uma
modula¢do conjunta tanto simpética quanto parassimpatica. Nos animais tratados com
sildenafil ndo foram encontradas diferengas significativas quanto aos valores absolutos da
variabilidade total (medido como variancia), nem nos valores absolutos ou normalizados
dos componentes espectrais VLF, LF e HF. Uma possivel explicagdo para esta auséncia de
alteracdes pode ser a grande variabilidade inter-individual dos parametros espectrais de
VFC, um fendmeno descrito na literatura (TASK FORCE, 1996).

A falta de um efeito do tratamento agudo com citrato de sildenafil sobre a
variabilidade cardiovascular, a primeira vista, poderia ser 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
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perifericamente (KLIMASCHEWSKI e cols., 1992; TAGAWA e cols., 1994; TRAVAGLI
& GILLIS, 1994; ARMOUR e cols., 1995; ELVAN e cols., 1997, HAN e cols., 1998;
SEARS e cols., 1998; CHOWDHARY & TOWNEND, 1999; CONLON & KIDD, 1999;
HERRING & PATERSON, 2001; CHOATE e cols., 2001; MOHAN e cols., 2002;

CHOWDHARY e cols., 2004).

O protocolo experimental utilizado no presente trabalho ndo permite uma adequada
explicagdo para a auséncia de efeito do citrato de sildenafil sobre a variabilidade
cardiovascular e a sensibilidade barorreflexa. Entretanto, algumas especulacdes podem ser
feitas. Primeiramente, importante contingente do efeito potenciador da resposta vagal
induzida pela via do NO-GMPc se deve a efeitos neurais diretos, sejam em neurdnios pré-
ganglionares vagais centrais (TAGAWA e cols., 1994; TRAVAGLI & GILLIS, 1994) ou
na pré-sinapse neuro-efetora cardiaca (em nivel de n6 SA)( KLIMASCHEWSKI e cols.,
1992; ARMOUR e cols., 1995; ELVAN e cols., 1997; HAN e cols., 1998; SEARS e cols.,
1998; CHOWDHARY & TOWNEND, 1999; CONLON & KIDD, 1999; HERRING &
PATERSON, 2001; CHOATE e cols., 2001; MOHAN e cols., 2002; CHOWDHARY e
cols., 2004). Embora a expressdao de PDE-5 tenha sido comprovada para o cardiomidcitos
isolados de ratos (DAS e cols., 2005), ndo existe na literatura nenhum dado que confirme a
expressio de PDE-5 em neurdnios ganglionares vagais cardiacos. E possivel que tais
neurdnios nio expressem a PDE-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 PDE-5, a inibi¢cdo 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 PDE-1B e PDE-2, as quais tém sido descritas em

neurdnios (BENDER & BEAVO, 2004).
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A inibicdo da PDE-5 em cardiomiocitos, em especial no ndé SA, per se poderia
também afetar a resposta cardiaca a estimulacdo vagal. Porém, uma potenciagdo do GMPc
em cardiomiocitos isolados poderia ter efeitos mutuamente excludentes, ja que se por um
lado a PKG, ativada pelo GMPc, inibe correntes de entrada de célcio, do tipo lenta, que
levariam a bradicardia (FISCHMEISTER e cols., 2005), ela por outro lado, ativa correntes
de marcapasso If, o que provocaria uma resposta taquicardica (MUSIALEK e cols., 1997).
O balango final de tais efeitos acabaria por ser uma variablidade da freqiiéncia cardiaca
inalterada, frente a uma modulagdo autondmica vagal e simpatica. Entretanto, todas as
eventuais explicagdes acima especuladas necessitam de comprovacdo 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
erétil pode cursar com hipotensdo arterial e taquicardia decorrente de uma hiperativagdo
simpatica reflexa (PHILIPS e cols., 2000), as quais, se muito acentuadas, podem colocar
em risco a vida dos usudrios deste farmaco, por aumentar a incidéncia de episodios de
arritmias cardiacas graves e de morte subita (ARORA e cols, 1999; CHEITLIN e cols.,
1999). Tais 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 e cols, 1999;
CHEITLIN e cols., 1999). A falta de uma agdo sobre a variabilidade cardiovascular,
evidenciada por nossos achados negativos, poderia ajudar a explicar o baixo risco

cardiovascular encontrado em individuos saudaveis do ponto de vista cardiovascular.

O presente estudo possui algumas importantes limitagcdes, principalmente

relacionadas ao emprego de apenas uma unica dose de sildenafil. Porém, o emprego de
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dose similar em outros estudos suporta nossas observagdes (LI e cols., 2004). Além disso,
nenhum protocolo experimental adicional foi empregado para se explicar do ponto de vista
mecanistico os achado negativos encontrados com o sildenafil. Por fim, os efeitos
observados pelo sildenafil, uma hipotensdo leve associada a uma taquicardia reflexa podem
ser atribuidos a supressdo das descargas dos barorreceptores arteriais e conseqiiente
resposta reflexa, embora existam evidéncias de nosso proprio laboratério de que, parte dos
efeitos do sildenafil, em particular a taquicardia, pode também ser de origem central
(observagdes nao publicadas). Uma possivel comprovagdo deste efeito reflexo ou ndo
causador da taquicardia seria a observagdo dos efeitos do sildenafil em animais com

barodenervacao sinoadrtica. Entretanto a mesma ndo foi realizada no presente trabalho.



Conclusao
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho descreve, pela primeira vez, os efeitos do citrato de sildenafil
sobre a modulagdo autondmica cardiovascular, bem como sobre o controle autonémico
reflexo e tonico da freqiiéncia cardiaca em ratos normotensos.

Os principais achados do presente estudo foram:

1) Na dose empregada, o citrato de sildenafil induziu discreta, porém, significativa
hipotensdo arterial, associada a taquicardia, a qual foi, provavelmente, de origem
reflexa decorrente de uma inibigdo parassimpatica vagal.

2) Tais alteragdes ndo foram associadas a modificacdes importantes na variabilidade
cardiovascular e na sensibilidade barorreflexa cardiaca.

Tais achados sugerem que o uso agudo do sildenafil, na dose habitualmente
empregada no tratamento da disfuncdo erétil, em individuos saudéaveis, do ponto de vista
cardiovascular, ¢ seguro e parece ndo alterar importantes marcadores de risco

cardiovasculares associados ao sistema nervoso autondmico.
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