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RESUMO

O Sildenafil, um inibidor da fosfodiesterase 5a (PDE5a) amplamente utilizado no
tratamento da disfuncdo erétil e hipertensdo pulmonar, tem demonstrado efeito
cardioprotetor através da modulagdo da resposta miocérdica durante a estimulacao
simpatica crénica, melhorando a funcdo endotelial. Com base nesses achados, é
sugerido que o Sildenafil possa modular as proteinas envolvidas na regulacao do calcio
no cardiomiécito e a resposta barorreflexa em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR). Portanto, nosso objetivo foi avaliar o efeito do tratamento crénico com Sildenafil
na resposta barorreflexa e na via cardiaca do calcio em SHR. Para isso, 22 ratos machos
de 4 meses de idade foram divididos em dois grupos: o primeiro grupo recebeu Sildenafil
(45mg/kg, via oral) por 60 dias e o segundo grupo recebeu salina durante 0 mesmo
periodo. No final do tratamento, a presséao arterial (PA) foi aferida por pletismografia de
cauda. Em seguida, os animais foram submetidos a cirurgia (para insercao de cateter na
artéria e veia femoral) para o registro de parametros cardiovasculares e avalicdo da
resposta barorreflexa. Um subgrupo de animais controles e tratados foram eutanasiados
e o tecido cardiaco coletado para analise proteica por Western blot. Em ratos ndo
anestesiados, a pressado arterial média (156,0 + 4,74 mmHg controle vs.148,2 + 5,92
mmHg Sildenafil) foi similar no grupo tratado ou ndo com Sildenafil. Também, ndo houve
alteracdo da sensibilidade reflexa e expresséao proteica de CASQ2, pTnl, NXC, SERCA2a
e pCaMKIl. Nossos resultados sugerem que o uso crénico de Sildenafil em SHRs néo
reduz a pressao arterial, ndo melhora a sensibilidade barorreflexa nem modula a

expressao de proteinas reguladoras do calcio cardiaco.

Palavras chave: Cardioprotetor; Barorreflexo; SHR, Sildenafil; Fosfodiesterase 5a;

Pressao arterial.



ABSTRACT

Sildenafil, a phosphodiesterase 5a (PDE5a) inhibitor used for the treatment of erectile
dysfunction and pulmonary hypertension, has shown a cardioprotective effect by
modulating the myocardial response during chronic sympathetic stimulation and
improving endothelial function. Based on these findings, it is suggested that Sildenafil can
modulate the proteins involved in the regulation of calcium in the cardiomyocyte and the
baroreflex response in an in vivo spontaneously hypertensive rat (SHR) model. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the effect of chronic treatment with Sildenafil on the
baroreflex response and on the cardiac calcium pathway in SHR. For this, 22 4-month-old
male rats were divided into two groups, the treated and the control. The first group
received Sildenafil at a dose of 45mg/kg orally for 60 days, and the second group received
only physiological saline solution. At the end of treatment, blood pressure was measured
by tail plethysmography, and catheters were placed in the femoral artery and vein, to
record cardiovascular parameters and assess the baroreflex response. Additionally, a
subgroup of control and treated animals were euthanized for cardiac tissue collection and
subsequent protein analysis by Western blot. In non-anesthetized rats, mean arterial
pressure showed no significant difference between the group treated with Sildenafil and
the control (156.0 + 4.74 mmHg control vs.148.2 + 5.92 mmHg Sildenafil), and no
alteration in the reflex sensitivity and protein expression of CASQZ2, pTnl, NXC, SERCA2a
and pCaMKIl was detected. The results of this study suggest that the chronic use of
Sildenafil in SHR rats does not reduce blood pressure, does not improve baroreflex

sensitivity, and does not modulate the expression of cardiac calcium regulatory proteins.

Keywords: Cardioprotective; Baroreflex; SHR; Sildenafil; Phosphodiesterase 5a; Blood
pressure.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial (HA) € caracterizada pelo aumento sustentado dos niveis
pressoricos em relagdo aos valores estabelecidos como fisiologicos: 120 / 80mm Hg
(RUBIO-GUERRA, 2018; WILLIAMS et al., 2018). Esse disturbio de origem multifatorial,
acomete uma grande parte da populacdo mundial e representa o mais importante fator
de risco para doenca cardiovascular (DCV), acidente vascular cerebral (AVC) (KOLETTIS
et al., 2010) e insuficiéncia renal (ELMES et al., 2009). Segundo dados da Organizagéo
Mundial da Saude/Organizacdo Panamericana da Saude (OMS/OPAS), (MARKMAN
FILHO et al., 2021), cerca de um bilh&o de pessoas no mundo sofrem de HA e estima-se
gue entre 2000 e 2025, cerca de 560 milhdes de pessoas serdo acometidas por esta
doenca (POULTER; PRABHAKARAN; CAULFIELD, 2015). No Brasil, as DVC séo as
principais causas de internamentos e de mortalidade. Os inquéritos populacionais tém
indicado que 30 milhdes brasileiros sdo portadores de HA (MARKMAN FILHO et al.,
2021).

Uma das complicacbes da HA é a hipertrofia cardiaca (MUTLAK; KEHAT, 2015;
WILLIAMS et al., 2018) a persistente sobrecarga de trabalho que leva a dilatacdo da
camara ventricular e comprometimento da funcéo contratii (BERNARDO et al., 2010;
NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018). Segundo WANG e colaboradores (2015) na
cardiomiopatia hipertensiva ocorre reducdo da contratilidade cardiaca, da duracdo da
sistole (contracéo) e da liberacdo intracelular de Ca?* provavelmente por alteracéo das
proteinas reguladoras deste céation nos cardiomiécitos. Neste contexto, o musculo
ventricular exposto a sobrecarga, expressa maiores niveis de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH), principal fonte de espécies reativas de oxigénio
(EROs), o que contribui para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (IC)
(AFANAS’EV, 2011; LI et al., 2002)

Estudos farmacoldgicos e genéticos utilizando modelos animais sugerem que a
hipertrofia cardiaca e fibrose séo potencialmente reversiveis. Varios farmacos anti-
hipertensivos e cardioprotetores foram desenvolvidos nas ultimas décadas para 0 manejo

da HA, entretanto, alternativas farmacoldgicas ainda estdo sendo exploradas para mitigar
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o impacto da doenca. O Sildenafil amplamente utilizado durante os ultimos 20 anos no
tratamento da disfuncao erétil (DE) e hipertensédo arterial pulmonar (HAP), demonstrou
em varios estudos ter um efeito cardioprotetor, modulando a resposta miocardica durante
a estimulacao simpatica crénica (BORLAUG et al., 2005; ISIDORI et al., 2015; LEE et al.,
2010) e melhorando a funcdo endotelial devido a seu efeito antioxidante (LEAL et al.,
2020; MAULIK; KUMAR, 2012; SCHWARTZ et al., 2010; YAGUAS et al., 2010)

Recentemente, nosso grupo demonstrou que em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) o Sildenafil melhora a fungdo endotelial mesmo sem alteracdo da
pressédo arterial, sendo também observado uma diminuigdo na progressao da hipertrofia
cardiaca e na expressao de alguns marcadores hipertroficos (TEIXEIRA-DA-SILVA et al.,
2019). Outros estudos mostraram uma resposta cardioprotetora do Sildenafil através do
aumento da atividade da proteina quinase G (PKG) (SCHWARTZ et al., 2013), da
regulacdo de proteina do linfoma de células B2 (BCL-2)(BORLAUG et al., 2005) e da
atenuacado das vias de sinalizacdo hipertréficas (TAKIMOTO et al., 2005). Resultados
similares foram reportados por (KRISTEK; KOPRDOVA; CEBOVA, 2007). A partir desses
achados, sugere-se também que o Sildenafil possa modular as proteinas envolvidas no
manejo do calcio (Ca?) no cardiomibcito. Nesse sentido, usando um modelo do
desenvolvimento progressivo de doenca cardiaca hipertensiva (SHH-SHR), CHEN-1ZU e
colaboradores (2007) encontraram profundas mudancas na sinalizacéo de Ca?* noinicio
da HA que precedem o desenvolvimento da hipertrofia. Funcionalmente, o aumento
induzido no transito de Ca?* pela HA causa um acréscimo da contra¢do miocardica, a fim
de manter o débito cardiaco. No entanto, isso pode ativar as vias de sinalizacao que
envolvem a calmodulina (CaM), calcineurina (CN) e proteina quinase dependente de
calmodulina Il (CaMKII); conhecidas por induzir a expresséao de genes pro-hipertréficos
(DONG et al., 2012; MOLKENTIN, 2006). Embora, alguns trabalhos tenham mostrado
certo efeito cardioprotetor do Sildenafil ( HUTCHINGS et al., 2017; SALLOUM et al., 2008;
WANG et al.,, 2015) ndo se conhece por completo os mecanismos envolvidos na
cardioprotecdo. Nossa hipotese € que o tratamento crénico com Sildenafil, inibidor de
fosfodiesterase 5a (PDE5a) modula a resposta barorreflexa e a via do Ca?* em SHR,
atenuando desse modo as complicacdes cardiovasculares proprias da HA em longo

prazo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A HA é uma condicdo patoldgica caracterizada pelo aumento sustentado dos
niveis pressoéricos em relacéo aos valores estabelecidos como fisiolégicos: 120 mm Hg
de pressao arterial sistolica / 80 mm Hg de pressao arterial diastolica (RUBIO-GUERRA,
2018; WILLIAMS et al., 2018) Esse disturbio de origem multifatorial, acomete uma grande
parte da populacdo mundial e representa o mais importante fator de risco para DCV, ACV
(KOLETTIS et al., 2010) e insuficiéncia renal (ELMES et al., 2008). Sua etiopatogenia &
consequente aos fatores genéticos e ambientais que comprometem tanto os vasos
sanguineos, como O coracdo e mecanismos neuroenddcrinos que os regulam
(BEEVERS,; LIP; BRIEN, 2001).

De acordo com fatores etiol6gicos e ambientais a HA é classificada em dois tipos:
essencial (priméria) e secundaria. A HA essencial € definida como um estado de pressdo
alta na qual causas subjacentes como doenca renovascular, insuficiéncia renal,
feocromocitoma, aldosteronismo e outras formas mendelianas (monogénicas) nao estao
presentes, e representa a maior forma de HA no mundo (90% - 95%) (BEEVERS; LIP;
BRIEN, 2001; CHEN-IZU et al., 2007). Por outro lado, a HA secundaria é aquela emque
h& um fator etiolégico identificado (uma doenca subjacente que causa o aumento da
pressdo arterial). A fisiopatologia subjacente a HA essencial inclui aumento do ténus
simpatico ou diminuicdo do tdnus vagal, superproducdo de horménios vasoconstritores
que favorecem a retencdo de sédio (Na?*), aumento da atividade SRAA, deficiéncia de
mecanismos vasodilatadores que envolvem o oOxido nitrico (NO), prostaciclinas e
peptideos natriuréticos, entre outros (OPARIL; AMIN ZAMAN; CALHOUN, 2003). A
ativacao do sistema nervoso simpatico (SNS) pode contribuir tanto na origem quanto na
manutencdo da HA (FISHER; PATON, 2012) e varios outros fatores aumentam a PA,
incluindo obesidade, resisténcia a insulina, elevado consumo de alcool e de sal
(pacientes sensiveis), envelhecimento, sedentarismo, estresse, baixa ingestdo de
potassio (K*) e Ca?* (SEVER, POULTER, 1989; CARRETERO, OPARIL, 2000). Esta
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doenca € associada a risco cardiovascular (WILLIAMS et al., 2018), pois ao aumentar a
resisténcia vascular periférica (RVP) e a poés-carga cardiaca, acaba afetando o
funcionamento do coracdo (MUTLAK; KEHAT, 2015). Neste contexto, uma vez que 0
musculo cardiaco tem mais trabalho (maior pds-carga), a hipertrofia miocéardica e
alteracdes hemodinamicas podem surgir, configurando-se ao longo do tempo uma falha

multipla dos 6rgaos e morte do individuo.

2.1.1 Regulacao da pressao arterial

A manutencéo dos valores de PA dentro dos limites da normalidade € fundamental
para o bom funcionamento organico, pois garante uma taxa de perfusdo tecidual
constante que mantém a homeostase dos processos vitais, apesar das mudancas
fisiolégicas do individuo. Segundo TAMARGO, e DELPON (2010), a regulagdo da PA é
um processo complexo, determinado pela acdo do sistema nervoso autonomo (SNA) e
pelos centros de regulacdo cardiovascular do sistema nervoso central (SNC), sistema
enddcrino e renal. A regulacdo nervosa tenta manter valores adequados de PA através
da correcdo e reajuste constante das flutuac6es hemodindmicas; mantendo o débito
cardiaco, o tdnus vascular e a volemia (FISHER; PATON, 2012; GU et al., 2008)

O SNA especialmente o componente simpdatico, exerce controle da PA através da
liberac@o de noradrenalina, ajustando o débito cardiaco e a RVP, além de influenciar o
SRAA (BEEVERS; LIP; BRIEN, 2001). A renina cliva o angiotensinogénio produzido no
figado gerando angiotensina | (Ang 1), que da origem a angiotensina Il (Ang Il) através da
enzima conversora da angiotensina (ECA) (IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO;
KRIEGER, 2001). A Ang Il é um peptideo com acdes variadas que regula o tbnus
vasomotor, crescimento celular, apoptose, migracdo celular e deposicdo de matriz
extracelular (MURPHY et al., 1991). O produto final dessa cascata, a aldosterona,

também contribui para a manutencao da PA regulando a excrecao renal de sodio.

Outro componente importante do SNC no controle da PA é o hormdnio
antidiurético (ADH), que participa de varias fung¢des incluindo a regulacdo da homeostase
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dos fluidos corporais, vasoconstricdo e liberagdo do hormdnio adrenocorticotréfico
(SHARE, 1988). Esses efeitos fisiologicos sdo mediados por trés subtipos de receptores
AVP (Vl1a, V1b e V2). V2 é expresso nos segmentos distais do rim (JACKSON, 1996)
que quando estimulado, ativa a adenilato ciclase (AC), aumentando os niveis de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) que por sua vez estimula a translocacédo da
aguaporina (AQP) -2 para a membrana apical no ducto coletor, aumentando a reabsor¢cao
de agua. Quanto ADH atua no receptor V1 influencia a contracao vascular, aumentando
a RVP em situagdes de hipotenséo (AOYAGI; KOSHIMIZU; TANOUE, 2009).

Em nivel local, alguns mediadores vasodilatadores e vasoconstritores que
contribuem para a regulacédo da PA, sédo produzidos e / ou ativados no vaso sanguineo.
Substancias vasodilatadoras como NO, fator hiperpolarizante dependente do (EDHF),
prostaciclina 2 (PGI2) e outras prostaglandinas e bradicinina; sustancias vasoconstritoras
como endotelinas, endoperoéxidos, leucotrienos e espécies reativas de oxigénio (EROS)
participam deste regulamento (BATLOUNI, 2001) sendo seu desequilibrio um fator
gerador e / ou perpetuador da HA (GOMEZ-ALAMILLO et al., 2003; KAHLER;
COLLESELLLI, 2006).

Por ultimo, existem estruturas barorreceptoras na aorta, localizadas no sino aértico
e tronco carotideo sensiveis a distensdo do vaso, cujas sinais sao integradas em centros
cerebrais de controle vasomotor, operando como mecanismo de retroalimentacdo e

controle constante da PA. Este mecanismo é detalhado no paragrafo seguinte.
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2.1.2 Mecanismo barorreflexo e regulacéo da pressao arterial

O arco barorreflexo arterial € composto principalmente por componentes aferente,
neural central e neuro-efetores autondmicos. Os barorreceptores arteriais sao o principal
componente aferente, os quais sédo sensores de distingdo vascular localizados no ganglio
nodoso (NG) e petroso do sino adrtico y tronco carotideo, respectivamente (ZHANG;
MUELLEMAN; LI, 2015). A resposta barorreflexa € um mecanismo fisiolégico para
modular a atividade cardiovascular através do SNA (FLOREA; COHN, 2014; JESKE et
al., 1993; MIKI; YOSHIMOTO, 2018). Durante elevacdes da PA, ha grande deformacéo
da parede dos vasos sanguineos e ativacao dos barorreceptores que geram 0s potenciais
de acdo. Os sinais sdo conduzidos ao nucleo do trato solitario (NTS) via nervo
glossofaringeo (fibras carotideas) e vago (fibras adrticas) (CAMPAGNOLE-SANTOS;
HAIBARA, 2001). Neurénios secundarios do NTS excitam neurbnios pré-ganglionares do
parassimpatico localizados no nucleo dorsal motor do vago e no nucleo ambiguo que por
sua vez se projetam (eferentes vagais) aos neurdnios pdés-ganglionares intramurais
situados no coracédo, determinando aumento da atividade vagal e queda da frequéncia
cardiaca (FC). O tdnus simpatico cardiovascular e reduzido, uma vez que outros
neurdnios do NTS, quando estimulados por aumento da PA, excitam o bulbo ventrolateral
caudal que inibe os neurbnios pré-motores simpéaticos do bulbo ventrolateral
rostral(GERLACH et al., 2019; IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001;
JESKE et al., 1993; VALENTI et al., 2009a).

Uma caracteristica importante dos barorreceptores é sua capacidade de
adaptacao. Alteracdes sustentadas deslocam a faixa de funcionamento destes para o
novo nivel de PA que passa a ser reconhecido como normal, privando ao organismo
desse importante mecanismo que controle regulatério,(CARVALHO-GALVAO et al.,
2018; IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001; SALGADO et al., 2007).
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Figura 1. O barorreflexo arterial, organizagéo funcional. Os barorreceptores detectam mudancas
no estiramento da parede arterial, 0s sinais sdo transmitidos através dos neurdnios sensoriais
para o SNC onde sao integrados e convertidos de sinais excitatérias para sinais aferentes

inibitérias que sao finalmente transmitidos aos tecidos periféricos para exercer acdes reflexas
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Dado que a atividade barorreflexa pode ser modulada farmacologicamente, varios
estudos foram usaram agentes vasopressores e vasodilatadores tais como fenilefrina
(FEN) e nitroprussiato de sodio (NPS) respectivamente, para testar tal mecanismo, em
condi¢bes de normo e hipertensdo. Embora existam dados conflitantes, varios autores
apontam a que seu mal funcionamento esteja envolvido no desencadeamento da HA
(CISTERNAS et al., 2010; IRIGOYEN; KRIEGER, 1998; JUDY; FARRELL, 1979) Al
menos em SHR, a atividade barorreflexa estd comprometida, (VALENTI et al., 2009a).
Os mesmos autores, citando estudos de PALLOT, BARER (1985) indicam alteracdes
morfolégicas do corpo carotideo em SHR adultos e na sensibilidade barorreflexa
relacionada a diminuicdo na neurotransmissao no corpo carotideo ou mesmo no SNC

(GAO et al., 2004). Em pacientes com hipertensao, a sensibilidade do barorreflexo esta
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significativamente prejudicada, associada ao aumento da espessura da parede vascular
do seio carotideo, (LABROVA et al., 2005). Esta condi¢do poderia melhorar com o0 uso
de farmacos com propriedades para modular a funcdo cardiovascular. Sildenafil, uma
droga usada na disfuncéo erétil e na HAP por sua acao inibitéria da PDE5a, poderia ser
considerada como coadjuvante terapéutico na HA (BRUM et al., 2000)(CAVALCANTI et
al., 2016)(NETO et al., 2017) (MIKI; YOSHIMOTO, 2018).

Varios estudos demonstram que o controle central da PA é alterado durante a HA
possivelmente devido a disfuncao autonémica (CAMPAGNARO et al., 2012; IRIGOYEN;
KRIEGER, 1998; MANCIA; GRASSI, 2014) e isto pode envolver a participagdo da Ang Il
no receptor do tipo | (AT1R) e producédo de espécies reativas de oxigénio - EROs (DE
QUEIROZ; MONTEIRO; BRAGA, 2013). Em SHR e em humanos, a resposta barorreflexa
cardiaca tem sensibilidade diminuida principalmente em consequéncia a reducao da
capacidade maxima do componente vagal cardiaco (HEAD; ADAMS, 1992). O
desenvolvimento dessa alteracdo vagal em SHR coincide com o aparecimento de
hipertrofia cardiaca (KAWADA et al., 2011; VALENTI et al., 2009a), e progresséo da HA.
Por outro lado, sabe-se que em condi¢des de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), a
Ang Il e 0 AT1R séo super expressos no ganglio nodoso (NG) o que contribui para a sua
disfuncdo (ZHANG; MUELLEMAN; LI, 2015). A elevagéo dos niveis de Ang Il endégena
(plasmética e no NG) com superexpressao de AT1R em neurdnios barorreceptores pode
induzir a superproducdo de superoxido mitocondrial, regulando positivamente a
expressao fosforilada do complexo de quinase: IKK, IkBa e NFkBa. O fator de transcrigdo
p65 é translocado para o nucleo e diminui a expressdo do RNA e da proteina dos canais
de Na* ativados por voltagem (Nav). Além disso, a Ang Il enddgena inibe diretamente a
ativacdo dos canais Nav, conduzindo a disfun¢éo do barorreflexo arterial, visto em ratos
com IC (TU et al., 2010; ZHANG; MUELLEMAN; LI, 2015).
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Figura 2. Mecanismos responsaveis pelo comprometimento da funcdo do barorreceptor arterial
na ICC. Via de sinalizacdo de Ang. IlI-superoxido-NFkB regula de forma negativa a fungéo dos
barorreceptores adrticos influenciando a expressao e ativacdo dos canais Nav na ICC. Ang. I,
angiotensina Il; AT1R, receptor da angiotensina Il tipo 1; Nav, canal de sodio controlado por
voltagem, complexo de quinase IkB (IKK), composto de subunidades de quinase catalitica (IKKa
e / ou IKKp), fator de transcri¢gdo (NFKB p 65)
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Fonte: Modificado de ZHANG, MUELLEMAN, LI (2015).

2.1.3 Eventos cardiovasculares da hipertenséo arterial

Embora, o sistema cardiovascular através da influéncia neuroenddcrina realize
ajustes para se adaptar as novas demandas hemodinamicas impostas pela HA, essas
adaptacdes acabam se tornando patologicas. Assim, observou-se que a estimulagéo
cronica do SNS leva ao remodelamento dos vasos e do miocardico especialmente do
ventriculo esquerdo (VE), seja pela acdo direta das catecolaminas nos receptores
adrenérgicos, ou pela liberacdo de fatores troficos tais como o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina1 (IGF-1) e fator
de crescimento de fibroblastos (FGF) (BROOK; JULIUS, 2000).
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A hipertrofia secundaria @ HA € inicialmente identificada por uma dimensao
reduzida na camara ventricular com aumento da espessura do miocardio, resultandoem
hipertrofia concéntrica. A persistente carga de trabalho e a hipertrofia cardiaca levam a
dilatacdo da camara ventricular com fungéo contratil comprometida, também denominada
hipertrofia excéntrica (BERNARDO et al.,, 2010; NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018).
Segundo LI e colaboradores (2015), na cardiomiopatia hipertréfica ocorre reducdo da
contratilidade cardiaca, da duracdo da sistole e da liberacdo intracelular de Ca?*,
provavelmente por alteracdo das proteinas reguladoras do cation nos cardiomiocitos.
Neste contexto, 0 musculo ventricular exposto a sobrecarga, expressa maiores niveis de
NADPH, aumentando o estresse oxidativo, contribuindo para o desenvolvimento da IC
(AFANAS’EV, 2011; LI et al., 2002). Diversos estudos evidenciaram que o desequilibrio
do SRAA contribui para o estresse oxidativo e diminuicdo da biodisponibilidade do NO
endotelial (FLOREA; COHN, 2014; NGUYEN DINH CAT,; TOUYZ, 2011; SILVA et al.,
2014) Dessa forma, o miocardio experimenta ndo apenas hipertrofia, mas também
infiltracdo de células inflamatdrias que terminam em deposi¢ao de colageno, alterando a
contratiidade e o relaxamento do musculo cardiaco, bem como suas funcdes
hemodinamicas (CONRAD et al., 1995)(EMILIO, 2004).

A nivel vascular, a disfuncdo endotelial acompanhada da expressdo de
mediadores inflamatérios como as ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) entre outros,
contribuem para o estresse oxidativo, inflamag&o e deposicédo de (ALVAREZ et al., 2008;
BRIONES; TOUYZ, 2010; LEAL et al.,, 2020) além de desequilibrio nos fatores
vasoativos, acrescentado a rigidez do vaso e a progressao do quadro hipertensivo
(AHMEDA; ALZOGHAIBI, 2016). Nao menos importante, e como consequéncia das
alteracbes mencionadas, maior predisposicdo as lesbes ateromatosas e suas
implicacdes da saude. Essas alteragcdes vasculares ndo apenas favorecem a progressao
da doenca hipertensiva, mas também agravam a condi¢do cardiaca, uma vez que a
menor distensibilidade do vaso leva a maior RVP e esforgo para o coracdo (pés-carga);

sendo iminente a morte do individuo sem o apoio farmacoldgico apropriado.
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Em relacdo ao mecanismo barorreflexo, sua sensibilidade € alterada parcialmente
pela desregulacdo autondémica, o que traz risco cardiovascular (PIZZORNO, RIVERO,
PERNA, 2014). Esta sensibilidade é frequentemente definida como uma mudanca no
intervalo R-R no eletrocardiograma, com base na alteracdo da PA durante o ciclo
cardiaco anterior (EMILIO, 2004). Evidéncias experimentais indicam que a consequente
predominéancia do tbnus simpatico pode ajudar a identificar individuos apds infarto do
miocardio, com alto risco de arritmias e morte (LA ROVERE et al., 2001; SCHWARTZ et
al., 1988) marcadores autonémicos de interesse clinico sédo a variabilidade da FC e a
sensibilidade do barorreflexo (LIN et al., 2019).

2.1.4 Modelo SHR para o estudo da hipertenséo arterial

Para o estudo da HA alguns modelos murinos foram geneticamente
desenvolvidos(LERMAN et al., 2005). O mais utilizado é o SHR obtido a partir de uma
colénia de ratos normotensos Wistar Kyoto (WKY) por OKAMOTO e AOKI (1963). A linha
foi estabelecida pelo cruzamento entre um macho com HA leve e uma fémea com HA
severa (YEN; WILLARD, 1974). Esses animais comeg¢am a desenvolver um aumento nos
niveis pressoricos a partir da 42 semana de vida, atingindo valores de 180-200 mm Hg
(CISTERNAS et al., 2010; LIMAS; WESTRUM; LIMAS, 1980). Um sustentado ténus
simpético, ativacdo do SRAA e funcédo barorreflexa alterada, caracteriza o modelo SHR,
fato que contribui com a perpetuacédo da doenca (LAWLER et al., 1991). O SHR é um
excelente modelo para o estudo da HA essencial em humanos (TRIPPODO, FROHLICH,
1981; ZHOU, FROHLICH, 2007) dadas as semelhancas no desenvolvimento tanto da
propria HA como as complicacdes cardiovasculares subsequentes. Varios estudos tem
sido efetuados usando este modelo (GUR et al., 2012; KRISTEK; KOPRDOVA; CEBOVA,
2007; SCHWARTZ et al., 2013; TAKIMOTO et al., 2005; TEIXEIRA-DA-SILVA et al.,
2019) entre outros.

A HA provoca disfuncdes na mobilizagdo do Ca?* no coracdo de animais com
hipertensdo(CARNEIRO-JUNIOR et al., 2014; LOCATELLI; DE ASSIS; ISOLDI, 2014)
Alteracdes nos niveis da Ca?* -ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCAa) e trocador
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de Na*/Ca?* (NCX-1) levam a reducdo no pico de contratilidade, diminuicéo na saida do
Ca?* intracelular e prolongamento na duracgéo do ciclo cardiaco (HOUSER et al., 2000);

esses eventos podem estar relacionados a alteragéo na fungéo contratil.

Algumas peculiaridades estruturais e funcionais foram demonstradas na dinamica
do Ca?* no SHR, fato que pode explicar em parte o inicio e/ou progresséo da doenca
nesses animais. Assim, foi evidenciado um aumento no grau de contracao e hipertrofia
nos cardiomiécitos; um incremento nas concentraces transitérias de Ca?* tanto em
estado pré-hipertensivo como hipertensivo (BROOKSBY; LEVI; JONES, 1993; DUPONT
et al.,, 2012). As propriedades contrateis sugerem uma maior contribuicdo do trocador
sodio e Ca?* do sarcolema NCX-1 para a remocéo de Ca?* celular(WARD et al., 2010).
Em etapas avancadas, a HA leva a cardiomiopatia com reducdo da contratilidade
cardiaca, menor duracdo da sistole, liberacdo intracelular reduzida de Ca?*;
provavelmente por alteracdes das proteinas reguladoras como a reticulo sarcoplasmatico
Ca?*-ATPase (SERCA2a) e o fosfolambano (PLB) (LI et al., 2005).

Por fim, alguns estudos forneceram evidéncias sobre as anormalidades de mitocéndrias
no manuseio de Ca?* nos coracGes de SHRs, as quais sdo caracterizadas por um
potencial da membrana menor, resposta diminuida do poro de transicdo de
permeabilidade nas mitocondrias (MPTP) para Ca?*, com velocidades mais baixas de
captacao e liberacdo em comparacdo com as mitocondrias cardiacas oriundas de ratos
normotensos WKY (CALDERON-CORTES et al., 2008; PARDO; RINALDI; MOSCA,
2015). Segundo os mesmos autores, essas diferencas podem ser causa e / ou
consequéncia do aumento na pressao arterial sistolica (PAS) e da hipertrofia associada;
bem como da sinalizacdo nucleoplasmatica de Ca?* aumentada, via CaMKIl - histona
desacetilase 5 (HDAC-5)(PLACKIC et al., 2016).

2.2 REGULACAO FISIOLOGICA DO CALCIO NOS CARDIOMIOCITOS

O Ca?* cumpre varias funcdes no coracdo, esta envolvido na geracdo e manutencéo

do potencial de acdo cardiaco, bem como na ativagdo da maquinaria contratil do



27

sarcomero e como mediador de multiplos mecanismos de sinalizacdo intracelular
(citoplasmatica e nuclear), entre outras. As concentracbes de Ca?* dentro do
cardiomidcito sao relativamente baixas sendo finamente reguladas por proteinas e outras
moléculas intracelulares que mantém tal homeostase; evento modulado pela influéncia
do sistema nervoso autbnomo, especialmente do componente simpatico (Figura 3).
Vérios estudos mostraram que a sinalizacdo de Ca?* ndo regulada induz hipertrofia
cardiaca na exposicdo prolongada a HA (CHEN-IZU et al., 2007) e que 0s genes que
codificam as proteinas de modulacdo de Ca?* sdo alterados durante a hipertrofia
patolégica, mas ndo durante a hipertrofia fisiolégica (NAKAMURA, SADOSHIMA, 2018).

O mecanismo de mobilizacdo do Ca?* é constituido por canais seletivos para Ca?*,
bombas Ca?*-ATPases, trocadores de Na*/ Ca?* proteinas ligadoras de Ca?* (CaM e
troponina C) e estocadores de Ca?* no reticulo endoplasmatico (RS) e mitocondrias. Das
proteinas, merecem atencdo especial os canais para Ca?* do tipo - L, receptores de
rianodina 2 (RyR2), SERCAa, PLB, NCX-1 e calsequestrina 2 (CASQ2). Todas operam
em sincronia, e sdo moduladas por outras moléculas de sinalizag&o intracelular de tipo
quinases e fosfatases. Quando a célula é estimulada por um sinal externo, seja um
neurotransmissor, hormoénios ou outro estimulo, grandes quantidades de Ca?* entramna
célula através dos canais do tipo- L, gerando uma mudanca em sua polaridade e
consequentemente a liberacdo de mais Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS), através
de RyR2 , evento conhecido como liberacdo de Ca?* mediada por Ca?* (REYES-
JUAREZ; ZARAIN-HERZBERG, 2006). Depois de cumprir suas funcdes dentro da célula,
parte do Ca?* é novamente armazenado no RS por mecanismos ativos através da
SERCAa, é retido no seu interior por proteinas sequestradoras CASQ?2 e calreticulina,
enquanto o influxo de Ca?* extracelular é regulado pelo trocador NCX1 localizado na
membrana plasmatica (KWAN et al., 2009; RAHATE; BHATT; PRABHAVALKAR, 2020).
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Figura 3. A conexao receptora 31-adrenérgico / calcio. A estimulagéo do receptor adrenérgico 1
(B1AR) é conhecida por ativar o acoplamento excitagdo-contracdo cardiaca (EC) por meio da
fosforilagdo de PKA do seguinte: (I) o gatilho para o acoplamento EC cardiaco, o canal de calcio
controlado por voltagem (VGCC); (ll) o canal de liberacao de calcio SR RyR2; e (lll) a via de
captacdo de calcio (via fosforilagdo de fosfolambano pela PKA, que reduz a inibicdo da
SERCAZ2a). A estimulacéo B1AR crbnica pode ativar CaMKII (possivelmente através do aumento

do influxo de célcio através do VGCC) e causar apoptose
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Fonte: Modificado de (MARKS, 2003).

As mitocéndrias embora em menor grau, também contribuem no armazenamento
e regulacdo das correntes de Ca?* no interior da célula, mediante canais de potassio
mitocondriais sensiveis ao trifosfato de adenosina (mitoK-ATP) e o trocador mitocondrial
NXC; modificado os aspectos espaciais e temporais da sinalizacdo citosolica deste para
diversas fungdes fisiolégicas como o controle da taxa de fosforilagdo oxidativa, morte
celular apoptética, e producdo de ATP (GUNTER et al., 2004; PARDO; RINALDI,
MOSCA, 2015) As principais proteinas envolvidas no manejo do Ca?* noscardiomiocitos

sao as seguintes:
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Canais para calcio do tipo — L: consistem em uma subunidade a1 central de
formacao de poros que expressa as principais propriedades biofisicas e funcionais
do canal, as quais esta associado um numero de subunidades auxiliares, azic, 6,
(TRIGGLE, 2006). A subunidade aic forma a estrutura através da qual o Ca?* entra.
Além disso, acredita-se que possui locais que podem ser fosforilados especificos
para proteina quinase A (PKA), CaMKIl e PKC as quais regulam sua atividade
(SAPIA, 2009). Do ponto de vista eletrofisiologico, existem duas classes principais
desses canais: ativados por baixa e alta voltagem, sendo pertencentes a esta
Gltima categoria os de tipo- L, particularmente, embora ndo exclusivamente,
associado ao sistema cardiovascular. Em resposta a despolarizacdo do
sarcolema, o Ca?* entra através do canal tipo- L dependente de voltagem, que
estimula diretamente RyR2 incorporados no RS, induzindo uma liberacdo muito
maior de Ca?*, aumentando em mais de 10 vezes a concentracédo deste, gerando
contracao do cardiomiécito (MOLKENTIN,2006).

Receptor rianodina 2 (RYR2): Trés isoformas de RyR2 foram descritas codificadas
por trés genes diferentes (Ryrl, Ryr2, Ryr3) sendo a isoforma RyR2 expressa no
musculo cardiaco (MARKS et al., 1989). O RyR2 cardiaco € o maior canal de ions
conhecido até o momento, funciona como um tetramero (RUEDA; DE ALBA-
AGUAYO; VALDIVIA, 2014) que na regido amino-terminal contém véarios dominios
reguladores que controlam as propriedades de abertura do poro do terminal
carboxila. A regido amino-terminal fornece propriedades da proteina de andaime
ao RyR2 localizando inumeras proteinas reguladoras chaves do complexo
(REYES-JUAREZ; ZARAIN-HERZBERG, 2006). A liberacdo de Ca?* do RS
cardiaco seria mediada principalmente pelo RyR2 e em parte pelo receptor de
1,4,5-trifosfato inositol (IP3) (SAPIA, 2009).

Calmodulina (CaM): é uma proteina ubiqua de ligacdo a Ca?* que se junta a RyR2
na diastole e modula a fung¢do do canal, inibindo a probabilidade de aberta de
RyR2 em concentracdes fisiolégicas de Ca?*, se une a CaM, estabilizando o
estado fechado dos canais de RyR2 no estado de repouso das células
(YAMAGUCHI et al., 2003). Nos cardiomiocitos, a afinidade CaM-RyR2 é reduzida
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em condic¢des patoldgicas. O estresse de cardiomiécitos adultos pela exposicao a
Ang Il ou por constricdo adrtica transversa (TAC) causa dissociacao de CaM do
RyR2 e translocacgéo para o nucleo junto ao receptor quinase acoplado a proteina
G (GRK5) com exportacéo nuclear paralela da HDACS5, favorecendo a transcrigao
génica pro-hipertréfica (ODA et al., 2018). O GRKS5 possui locais de ligagdo a CaM
em cada dominio terminal, sendo o N-terminal mais critico na regulacdo da
hipertrofia cardiaca, comportando-se com um acelerador dessa condi¢cdo quando
acumulado no nucleo (PRONIN et al., 1997).

Calsequestrina 2 (CASQ2): é a proteina mais abundante no interior do RS, onde
constitui a principal proteina da ligacdo ao Ca?* e é capaz de armazena-lo em
guantidade suficiente para permitir contracdes repetidas. Existem duas isoformas
de CSQ descritas, codificadas por genes diferentes (CASQ1 e CASQ2), sendo a
isoforma CASQ2 encontrada no musculo cardiaco (REYES-JUAREZ; ZARAIN-
HERZBERG, 2006) , associado a membrana do RS nas areas de jun¢cdo na
proximidade dos "pés" do RyR, ancorado por meio de intera¢cdes com triadina e
juntina. As quatro proteinas formam um complexo central para a liberagdo de Ca?*
que pode detectar a concentracdo de Ca?* nos compartimentos citoplasmaticos e
do lumen do RS, permitindo a regulacdo apropriada da carga de armazenamento
e liberacdo do cation através dos RyRs (NOVAK; SOUKUP, 2011).

SERCAa: sao proteinas pertencentes a familias de enzimas dependentes de ATP,
altamente conservada, que transportam ativamente Ca?* para o RS. S&o
codificados por trés genes homaologos chamados SERCA-1, SERCA-2 e SERCA-
3, sendo a isoforma SERCA2a predominantemente expressa no musculo cardiaco
(REYES-JUAREZ; ZARAIN-HERZBERG, 2006). A SERCA2a esta envolvida no
bombeamento de Ca?* do citoplasma para o RS durante o relaxamento muscular;
catalisando o gradiente eletrogénico de 2 ions de Ca?* por uma molécula de ATP
hidrolisada (MOLKENTIN, 2006). No cardiomiécito, SERCA2a é regulada por
PLB. Em sua forma desfosforilada, PLB diminui a afinidade de SERCA2 por Ca?*
e, portanto, inibe seu sequestro pelo RS. Quando o PLB é fosforilado, o efeito

inibidor desaparece, acelerando o relaxamento e aumentando a carga de Ca?*do
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RS, o qual ficara disponivel para liberacdo na proxima contracdo, através do RyR2
(REYES-JUAREZ; ZARAIN-HERZBERG, 2006).

e Fosofolambano (PLB): € uma proteina que atua como um inibidor endégeno da
SERCA?a. E expressa principalmente no musculo cardiaco (SIMMERMAN et al.,
1996). Normalmente, a sinalizacéo B-adrenérgica resulta em fosforilacdo via PKA
de PLB, aliviando a inibicdo de SERCAZ2a e aumentando a contratilidade (FRANK;
KRANIAS, 2000).

e Trocador NXC1: é um transportador eletrogénico localizado na membrana
citoplasmatica. Em condi¢Ges normais, sua principal funcéo é trocar 1 Ca?* por 3
Na* (modo direto), podendo funcionar de forma reversa por um periodo muito
curto, no pico da despolarizacéo e sob condi¢cdes especiais (altas concentracdes
de Na* intracelular) (ULATE MONTERO; ULATE CAMPOS, 2006). Defeitos no
NXC1 levam a diminuicdo da contratilidade de midcitos, reducdo da remocéao
intracelular de Ca?* e duracdo prolongada do ciclo cardiaco, sendo essas,
caracteristicas da insuficiéncia ventricular em estagio terminal (LI et al., 2015;
HOUSER et al., 2000).

Em circunstancias fisiopatoldgicas, a expressao e/ou funcionamento das proteinas
descritas acima sofre alteracdes. Desta maneira, em resposta a estimulos causadores
de doencas, o miocardio é diretamente influenciado por fatores de crescimento,
neuroendocrinos e/ou citocinas que induzem remodelacao ventricular, hipertréfica dos
midcitos e alteracdes na viabilidade destes (MOLKENTIN,2001); promovendo ademais a
ativacdo de proteina-quinases ativadas por mitégenos (MAPK), CN, PKC, CaMK e
componentes da via IGF-1, entre outros; a maioria dos quais exigem aumentos no Ca?*
para serem ativados (MOLKENTIN, 2006).

A CN por exemplo, é uma fosfatase serina / treonina dependente de Ca?*/ CaM
expressa em Varios tecidos, que apds ser ativada pelo Ca?* pode desfosforilar varios
fatores de transcrigdo, tal como o fator nuclear de células T ativadas (NFAT) em nivel

cardiaco. Este ultimo faz parte de uma familia de fatores de transcrigcdo que respondem
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ao aumento do Ca?* citoplasmatico (PUTNEY, 2012), que sendo translocado para o
nacleo da célula favorece a expressao génica, sendo sub expresso na hipertrofia
miocardica (MARKS, 2003; SCHULZ; YUTZEY, 2004) re-fosforilacdo dos mesmos locais
pelo glicogénio sintase-quinase-3p (GSK3B) e outras quinases promovem a exportacao
nuclear de NFAT e finaliza o sinal de CN para o nucleo (VEGA, 2003). A atividade da CN
pode ser testada através da analise da responsividade transcricional do NFAT. De fato,
o NFAT ¢é ativado apenas pela CN, e a translocacao nuclear é diretamente proporcional
ao grau de ativagao da CN in vivo, (RAO; LUO; HOGAN, 1997) (MOLKENTIN, 2004).

A CN também demonstrou aumentar a atividade de uma quinase néo identificada
que fosforila HDAC-5. As histonas desacetilase Il (HDAC-II) agem como repressores
responsivos ao sinal da hipertrofia cardiaca, pelo menos em parte, interagindo com o
fator potenciador especifico de miocitos 2 (MEF2) e suprimindo sua capacidade de ativar
o programa de genes fetais. A fosforilacdo dos HDAC-II leva a sua inativacdo atravésda
exportacao nuclear e promoc¢éao do programa de hipertrofia cardiaca (CHENG et al., 2011;
VEGA; BASSEL-DUBY; OLSON, 2003).

GSK3 B é uma proteina-quinase serina/treonina inicialmente descrita como uma
enzima envolvida no metabolismo do glicogénio; embora como mencionado
anteriormente, GSK3 B antagoniza as acdes da CN, fosforilando diretamente o NFAT e
estimulando sua exportacdo nuclear. Varios estimulos hipertréficos demonstraram inibir
a atividade da GSK3B, o que teria o efeito de aumentar a sinalizacdo da CN.
Camundongos transgénicos que expressam uma forma constitutivamente ativa de
GSK3B no coracgdo, sao resistentes a hipertrofia em resposta a ativacdo da CN pela

infusdo de adrenalina e sobrecarga de pressédo (PASSIER, et al., 2000; VEGA, 2003).

Outro fator que interage com o Ca?' é a proteina quinase dependente de
calmodulina Il (CAMK II), uma quinase dependente de Ca?*/ calmodulina, cuja funcdo
principal é fosforilar a HDAC 5. Esta ultima, normalmente reprime a ativagéo transcricional
hipertrofica, no entanto, a fosforilagdo de HDAC5 por GRKS5, proteina-quinase D ou
CaMKII em resposta a estimulos neuro-humorais e IC, promove a exporta¢gdo nuclear de

HDACS. Desse modo, ativa a expresséao de varios genes que determinam um programa
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de hipertrofia de cardiomidcitos (BERS; GUO, 2005; ODA et al., 2018; ULATE
MONTERO; ULATE CAMPQOS, 2006).

Figura 4. Via de sinalizacdo pro-hipertréfica Ca?* - calcineurina — NFAT e controle inibitério em
mdltiplos niveis. TLCC: Canais de Ca?* de tipo L, IP3: Inositol trifosfato, DAG: Diacilglicerol, ON:
oxido nitrico, PLC: Fosfolipase C, GMPc: guanosina monofosfato ciclico, PKGI: Proteina cinase
I, RyR: Receptor de Rianodina, NFAT: Fator nuclear de células T ativadas, MAPK: Proteina
quinase ativadora mitogénica, Scr: Tirosina quinases coativadoras de receptores esteroidais,
FaK: guinase de adesdo focal, GSK3: Glicogénio sintase-quinase-3f , JNK: Quinases N-
terminais de Jun, P38: Proteinas quinases ativadas por mitogénio p38 (MAPKs) ,P: fésforo,
MEF2: Fator potenciador especifico de midcitos 2.
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Fonte: Modificado de (FIEDLER; WOLLERT, 2004) e (GARCIA, INCERPI, 2008).

Por fim, em relacdo as proteinas cujo funcionamento esta intimamente ligado ao
Ca?*, a troponina | (Tnl) é a unidade inibitéria do complexo da troponina associada ao
filamento fino e inibe as interacGes da actomiosina com o Ca?* durante a diastole.
(SOLARO, 2011; MARTINS,2009). A fosforilacdo de residuos especificos de serina e

treonina no Tnl por quinases diferentes representa um importante mecanismo fisioldégico
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para alteracdo das propriedades do miofilamento (LAYLAND; SOLARO; SHAH, 2005).
Segundo os mesmos autores, a contribuicdo da fosforilacdo de Tnl pela PKG para
alteracdes gerais na funcao contratil € dificil de determinar, especialmente porque a PKG
pode ter outros efeitos, como a reducdo da corrente de canais de Ca?* do tipo-L ou a
captacdo aumentada de Ca?* pelo RS. Além disso, agentes como o NO que aumentam a
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) podem ter efeitos adicionais ndo dependentes
do GMPc, enquanto o préprio GMPc pode influenciar a atividade de varias
fosfodiesterases e assim, modular a fungéo alterando os niveis de (LAYLAND; SOLARO;
SHAH, 2005) Outros estudos mostraram que a inibicdo da PDEb5a leva a alteracbes na
modulagao adrenérgica no coragao, onde o receptor adrenérgico 3 (B3AR) tem sido
associado aos efeitos da inibicdo da PDE5, levando a uma resposta inotrépica negativa,
através da fosforilacdo por PKG de troponina | (LEE et al., 2010; WEST et al., 2019).

2.3 VIA DE SINALIZACAO NO/GMPC / PKG / PDE5A

A via de sinalizacdo mediada pelo NO é outro alvo de estudo na HA e suas
implicacBes no nivel cardiovascular. O NO é um géas diatdmico formado pela oxidacao
do aminoacido L-arginina pela enzima O6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)
(ANDERSSON, 2018), que consegue difundir livremente através das membranas
celulares e de induzir diversos eventos fisioldgicos (DERBYSHIRE; MARLETTA, 2009).
A regulacado da atividade da eNOS na via eNOS-NO é mais pronunciada na HA e no
remodelamento cardiovascular (FLEMING, 2010; YE et al., 2019). O NO atua mediante
a ativacdo da cascata guanilato-ciclase (GC)/ GMPc/ PKG com um papel preponderante
na regulacdo do relaxamento muscular e ativacdo génica (DAS; XI; KUKREJA, 2008;
RIVERO VILCHES et al., 2001).

As GC fazem parte da superfamilia de nucleotideos ciclase, amplamente
distribuida no organismo, estando em forma particulada (GCp) na membrana e em forma
soluvel (GCs) imersa no citoplasma (RIVERO VILCHES et al., 2001). Em relagédo ao
musculo cardiaco, a GCp é estimulada por peptideos natriuréticos (NPs) liberados em

resposta a sobrecarga miocardica, ativando a via GMPc/PKG e regulando a
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contracao/relaxamento, expressédo génica, crescimento celular e apoptose (KUKREJA;
SALLOUM; DAS, 2012). Por outro lado, em nivel vascular, o NO pode interagir com 0s
GCs ativando a mesma rota indicada acima, o que leva a vasodilatacdo através da
inibicdo dos canais para o Ca?* e a ativacdo de fosfatases de miosina (CAWLEY et al.,
2007).

O GMPc é o segundo mensageiro intracelular que medeia a agdo do NO e NPs,
regulando uma ampla gama de processos fisiologicos no sistema cardiovascular,
incluindo contratilidade cardiaca, tbnus vascular, funcdo plaquetaria e remodelagéo
cardiaca e vascular (FRANCIS; BLOUNT; CORBIN, 2011; TAKIMOTO, 2012). O GMPc
exerce sua acao fisioldgica através da proteina quinase dependente de GMPc (PKG),
fosfodiesterases reguladas por GMPc (PDE2, PDE3) e canais cationicos dependentes de
GMPc, entre os quais o PKG pode ser o mediador primario.

Recentes estudos exploraram os mecanismos “downstream” nos quais o0 NO e o
GMPc promovem efeitos anti-hipertréficos no cardiomidcitos. A interferéncia com uma via
pro-hipertréfica dependente da proteina kinase LIM muscular (LIMK1), constitui um
mecanismo importante. Além disso, a inibicdo da via Ca?* - CN — NFAT em multiplos
niveis parecem ser de importancia critica (FIEDLER; WOLLERT, 2004; HOLTWICK et
al., 2003). O equilibrio entre a sintese e degradacédo de GMPc é regulado pelas enzimas
fosfodiesterases (PDESs).

As PDEs séo enzimas que hidrolisam nucleotideos ciclicos (GMPc, AMPc) para
forma inativa (5-GMP, 5'-AMP), regulando assim a duracdo e a amplitude da sinalizacao
de nucleotideos ciclicos (KALRA et al., 2003; TAKIMOTO, 2012). Algumas PDEs tém
funcdo mista (I, Il, 1ll, X, XI) sendo capazes de hidrolisar tanto AMPc quanto GMPc
(ANDERSSON, 2018; FRANCIS; BLOUNT; CORBIN, 2011; KERAVIS; LUGNIER, 2012)
outras com maior especificidade para o GMPc (V, VI, IX) e com funcéo restrita (1V, VI,
VIII) ao (KUKREJA; SALLOUM; DAS, 2012; WEST et al., 2019) Dessa forma, elas podem
modular os eventos fisiologicos relacionados a sinalizacdo NO / GC / GMPC / PKG
(BENDER; BEAVO, 2006).

A PDEba € uma esterase especifica de GMPc, expressa em abundancia no

musculo liso vascular. Embora, originalmente ndo se pensasse que o PDE5a fosse
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expresso no coracdo, em alguns estudos foram associados tanto a regulacao da
sinalizacdo adrenérgica, tanto fisiolégica quanto patolégica (MAURICE et al., 2014;
WEST et al., 2019). A expresséo de PDE5 é regulada positivamente no coracédo doente
por meio de um mecanismo dependente do estresse oxidativo e é ativada pela ligagéo
de GMPc ao dominio GAF e pela fosforilagdo de PKG em Ser 92 (FRANCIS; BLOUNT;
CORSBIN, 2011; ISIDORI et al., 2015)

A PKG é uma proteina- quinase dependente de GMPc, identificada como o
principal alvo “downstream” mediando os efeitos anti-hipertréficos do NO e GMPc
(FIEDLER, WOLLERT, 2004). Os alvos para PKG incluem o canal tipo- L para Ca?*, PLB
e Tnl (ZHAO, GREENSTEIN, WINSLOW, 2016), também ativa o regulador da sinalizacdo
da proteina G 2 (RGS2) e RGS4, os quais por sua vez inibem a sinalizagcdo do receptor
acoplado a proteina G (GPCR) e suprimem a hipertrofia patolégica (NAKAMURA;
SADOSHIMA, 2018).

2.4 SILDENAFIL, UM INIBIDOR DE PDE5SA E SEU PAPEL NA CARDIOPROTECAO

A regulacédo farmacoldgica da via NO/GMPc/PKG tem sido estudada, permitindo
o desenvolvimento nas ultimas duas décadas de uma variedade de farmacos com
capacidade de inibir as PDEs e modular este mecanismo de sinalizagéo intracelular; com
potencial terapéutico para diversas DCV, incluindo hipertensdo, cardiomiopatia
isquémica, IC, ACV, e disfuncdo cardiaca na distrofia muscular de Duchenne, entre
outras (MAURICE et al., 2014).

Sildenafil € um inibidor de PDE5a que foi aprovado inicialmente para o tratamento
de disfuncéo erétil em 1998 (GOLDSTEIN et al., 1998) e aprovado para o tratamento da
HAP em 2005 (GALIE et al., 2005). E um composto aromatico soltvel em &gua,
estruturalmente semelhante ao GMPc (KOLETTIS et al., 2010). Foi a primeira molécula
descoberta capaz de inibir a PDE5a, ao ocupar seu sitio catalitico como um pseudo
substrato; mantendo assim os niveis de GMPc por maior tempo. Nos ultimos anos a
industria farmacéutica sintetizou e ofereceu ao mercado farmacos similares, inibidores

de PDE5a como o verdanafil, tadalafil e avanafil entre outros, para o tratamento de
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diversas doencas (ANDERSSON, 2018). Devido ao seu efeito relaxante muscular, o
Sildenafil tem sido utilizado nos ultimos 20 anos para tratar varios disturbios, além da
disfuncéo erétil e HAP, tais como angina do peito e alguns problemas do trato urinario
inferior (GUR et al.,, 2012). Ademais, em modelo murinos, o farmaco promove
cardioprotecdo em parte através de sua interacao e regulacdo das proteinas da via do
Ca?* e dos fatores sinalizadores pro e anti-hipertréficos em cardiomidcitos, embora se

acredita na existéncia de outros mecanismos de sinalizacdo envolvidos nessa atividade.

Camundongos submetidos a TAC tratados com Sildenafil, restauraram a
expressao génica e proteica da SERCA2a e PLB, bem como o aumento da fosforilacéo
de PBL (NAGAYAMA et al., 2009). No mesmo estudo, foi visto que expressao de CN e a
ativacdo de PKC a (translocacdo da membrana externa) foram aumentadas pelo TAC
cronica e reduzidas pelo tratamento com Sildenafil. Estudos utilizando o modelo de TAC
em ratos, mostraram que a inibicdo da PDE5a com Sildenafil atenua o estresse do RS e
melhora a fungéo cardiaca in vivo e in vitro, protegendo contra lesdo do miocardio durante
a reperfusdo pos-isquémica (GONG et al., 2013; MADHANI et al., 2010) aumentando a
fosforilacdo da Phosholemman (PLM), proteina acessoéria que faz parte do complexo de
bomba cardiaca Na*/ K* ATP-ase regulando sua atividade de maneira andloga a
regulacédo que PBL exerce sobre a SERCA2a (SHATTOCK, 2009).

O Sildenafil atenua a cardiomiopatia isquémica e melhora a fungcéo ventricular
esquerda em camundongos, dado seus potentes efeitos protetores contra a necrose e
apoptose ap0Os isquemia-reperfusdo no coracao intacto (SALLOUM et al., 2008).
Segundo SCHWARTZ e colaboradores (2013), os inibidores de PDE5a reduziram a
extensdo do infarto em modelos animais quando administrados antes da ocluséo
coronariana, mostrando diminuicdo no grau de hipertrofia, preservando a fracado de
encurtamento e melhorando a sobrevida através da fosforilagdo de canais de K* via
GMPc/PKG. No mesmo sentido, o Sildenafil conferiu cardioprotecdo atraves da ativagéo
de canais mitocondriais (mito KCa?* e mito-KATP) (WANG et al., 2008) e da regulagdo
do fator anti-apoptotico (BCL-2), que atenua a permeabilidade mitocondrial, a liberagcdo
do citocromo C e a ativacéo da caspase 3 (BORLAUG et al., 2005; DAS et al., 2009; DAS;
XI; KUKREJA, 2008).
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Outros autores mostraram que o Sildenafil regulou os niveis do Ca?* em midécitos
ventriculares de ovinos, onde suprimiu as ondas induzidas pela elevagdo do Ca?* externo,
possivelmente pela atenuacdo dos canais tipo-L de Ca?* e fosforilacdo de PLB
(HUTCHINGS et al.,, 2017). No mesmo sentido TAKIMOTO e colaboradores (2005)
mostraram em camundongos que o Sildenafil desativa multiplas vias de sinalizacdo na
hipertrofia induzida por sobrecarga: sinalizacdo da calcineurina / NFAT, fosfoinositideo-3
quinase (PI3K) / Akt e ERK1 / 2; no entanto ndo tem efeito na hipertrofia induzida pela
super expressao de CN in vitro ou PKB in vivo, sugerindo variantes dessas vias de

sinalizagéo.

A eficacia do Sildenafil nas DCV parece estar relacionada também ao seu papel
primério na funcdo endotelial, mantendo a funcao regulatdria de varios processos como
inflamacéo, agregacao plaquetaria, proliferacdo de midcitos vasculares (SCHWARTZ et
al., 2010) e modulando a resposta celular miocardica frente ao aumento do ténus
simpatico (ISIDORI et al., 2015). Segundo LEAL e colaboradores (2020), o Sildenafil
reverte a disfuncao endotelial em SHR, melhorando o relaxamento vascular a acetilcolina
com maior biodisponibilidade de NO, reduzindo o estresse oxidativo e os prostandides
COX-1, além de melhorar a sinalizacdo de GMPc / PKG.

Os efeitos antioxidantes do Sildenafil também foram vistos em ratos (KRISTEK;
KOPRDOVA; CEBOVA, 2007; YAGUAS et al., 2010; MAULIK, KUMAR, 2012),
camundongos (DAS; XI; KUKREJA, 2008) e humanos (LU et al.,, 2010). SHR que
receberam tratamento crénico com Sildenafil apresentaram melhora na integridade e
funcdo endotelial (TEIXEIRA-DA-SILVA et al., 2019)(LEAL et al., 2018). Por outro lado,
KOUPPARIS e colaboradores (2005) mostraram seu efeito na reducdo do estresse
oxidativo, reduzindo a producédo do ion superdxido nas células musculares lisas dos
corpos cavernosos, através da inibicdo da NADPH oxidase, mesmo efeito também
observado em modelo porcino, tanto em células endoteliais de vasos sanguineos
pulmonares (MUZAFFAR et al., 2005) como em tecido cardiaco (WANG et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento cronico com Sildenafil sobre a resposta
barorreflexa e sobre a via do Ca?' cardiaco em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em SHR adultos tratados e ndo tratados com Sildenafil serdo avaliados:

e Os parametros cardiovasculares pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial
diastélica (PAD), pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
frequéncia cardiaca intrinseca (FCi).

e O tbnus vagal (TV) e tdnus simpdtico (TS) sobre o coracao.

e Aresposta barorreflexa frente a administracao de fenilefrina (FEN) e nitroprussiato

de sddio (NPS), em animais acordados.

e Determinar, por western blotting a expressao das proteinas reguladoras do Ca?*:
CASQ?2, pTnl, NXC, SERCAZ2a, e pCaMKIl em tecido cardiaco.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 22 ratos da linhagem SHR, machos, com 4 meses de idade,
obtidos do biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade
Federal de Pernambuco (DFF-UFPE). Os animais foram alojados em racks ventilados
(Tecniplast®), em condi¢Ges controladas de temperatura (22 + 2°C), ciclo claro-escuro de

12 horas, umidade (55%), com livre acesso a 4gua e racao.

4.2 CONSIDERACOES ETICAS

Todos os protocolos experimentais foram realizados dentro dos principios éticos
em pesquisa animal, determinados pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e
Comunicagdes (CONCEA), com a devida autorizacdo do Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal da UFPE (n° 108/2019). As atividades experimentais foram

realizadas no Laboratério de Fisiologia e Farmacologia Cardiovascular (LFFCV-UFPE).

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

4.3.1 Medida ndo invasiva da pressao arterial (pletismografia de cauda)

Um total de 14 animais foram randomizados em dois grupos. Um grupo
experimental denominado SHR-SILD (n =7) tratado com Sildenafil (45 mg/kg/dia, V.O.
por gavagem), durante dois meses; um grupo denominado SHR-CONTROLE (n =7), o
qual recebeu apenas veiculo. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais, sob as
mesmas condicGes ambientais e nutricionais (dieta comercial padrédo, Nuvilab®). O peso
dos animais foi registrado periodicamente (cada 3 dias) para o reajuste da dose. No final

do tratamento, a PAS foi registrada através de método indireto (pletismografia de cauda).
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Figura 5. Desenho experimental (a). Subgrupo de animais tratados para registro de parametros

cardiovasculares y avaliacao barorreflexa.
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Fonte: o autor (2021).

Antes do registro 0s animais passaram por um processo de adaptacdo ao
dispositivo de contencado e aquecimento a 35° C, utilizando uma lampada, (Imagem 1 A
e B) durante 8 dias, a fim de diminuir o estresse e mudancas na PA ao novo estimulo. No
momento do registro, os ratos foram mantidos no dispositivo de contengcdo por 15
minutos, sob as condi¢cbes de temperatura descritas anteriormente. Os registros foram
realizados atraves de sensor de pulso que foi colocado ao redor da cauda e conectado
ao pletismografo (IITC Life Science B60-7/16. Woodland Hilss, EUA). Foi utilizado o

software BpMonWin.exe (Imagem 1C).
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Imagem 1. Procedimento para o registro da pressdo arterial ndo invasiva. Sistema de
aquecimento e contencdo, (Painel A), Posicionamento do sensor de registro (Painel B),
Equipamento de pletismografia e interface do programa para afericdo da PAS (BpMonWin.exe)
(painel C).

Fonte: o autor (2021).

4.3.2 Medida direta da pressao arterial - Procedimento cirdrgico

48 horas ap0s o registro por pletismografia, 0os animais foram anestesiados com
cetamina e xilazina (90mg/kg e 10mg/kg IP, respectivamente) e submetidos a cirurgia
para insercdo de duas canula de polietileno (PE10 conectado a PE50), heparinizadas,
uma na aorta abdominal através da artéria femoral direita, para o registro de parametros
cardiovasculares; outra na veia femoral, para a administragédo de farmacos (Imagem 2A).
Ambas canulas foram expostas em nivel dorsal (Imagem 2B). Ap0s o procedimento
cirdrgico, os animais receberam penicilina sédica (24.000 Ul/kg, i. m.) e ibuprofeno 15
mg/kg (2,5ml/500ml agua de beber). Os animais foram alojados em gaiolas individuais

nas mesmas condi¢cdes de manejo (conforme descrito anteriormente).
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Imagem 1. Procedimento para o registro da pressao arterial invasiva. Insercdo de cateteres de
polietileno na artéria e veia femoral esquerda (painel A), canula arterial exteriorizada dorsalmente
e conectada a um transdutor de PA, (painel B) ligado a um amplificador e a um sistema de
aquisicao de dados (PowerLab 4/30, ML866; ADInstruments, Australia), interface do software
(painel C).

Fonte: o autor (2021).

4.3.3 Avaliacao cardiovascular, autonémica e da resposta barorreflexa

4.3.3.1 Sistema de registro

As mensuracdes dos parametros cardiovasculares foram realizadas 24 horas apés
a cirurgia, a canula arterial foi conectada a um transdutor de PA (MLTO0380;
ADInstruments Pty Ltd., Castle Hill, Nova Gales do Sul, Austrdlia) acoplado a um
amplificador e um sistema de aquisicao (Bridge Amp, ML224 e PowerLab 4/30, ML866;
ADInstruments Australia, (Imagem 2B e C). Apés um periodo de 30 minutos de
estabilizacdo, a PAS, PAD e FC foram registradas. A pressao arterial media (PAM) foi
calculada através da formula: PAD + [(PAS - PAD)/3].

4.3.3.2 Avaliacao do barorreflexo

ApoOs o registro de PA e um repouso de 30 minutos a sensibilidade
barorreflexa foi avaliada através da infusdo de fenilefrina (FEN, um agonista alfa-

adrenérgico) em bolus de doses crescentes (0,25; 0,5; 1; 2, 4 ug/ kg, 1.V) que promovem
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vasoconstricdo com consequentes aumentos da PA e em resposta uma bradicardia
reflexa. As doses foram injetadas com intervalos de 5 min. Apds 30 min, foram injetadas
em bolus de doses crescentes (0,5; 1; 2; 4; 8 ug/kg, 1.V.) nitroprussiato de sodio (NPS),
um potente vasodilatador, que ao reduzir a PA induz taquicardia reflexa, estimulada pelos
barorreceptores. A Imagem 3 (A, B) mostra tracados representativos do comportamento
da PAS e da FC frente a FEN e NPS. A responsividade (ganho do reflexo barorreceptor)
foi determinada por regresséao linear, a qual relaciona as variacdes reflexas causadas na
FC com as variagdes promovidas sobre a PAM (AFC/APAM), o que permite a avaliagao
de respostas bradicardicas e taquicardicas separadamente (FARAH et al., 1999), (Figura
7).

Por dltimo, o componente autondémico e a frequéncia cardiaca intrinseca (FCI)
foram avaliadas por bloqueio farmacolégico do SNA. Foram usados bloqueios
farmacolégicos autondmicos unilaterais que permitiram a medida do ténus vagal (TV) e
ténus simpatico (TS) e duplos bloqueios para a determinacéo da FCI. Para isso, no animal
em repouso, foi administrada atropina (bloqueador muscarinico, 1 mg/ kg-1, iv; Sigma) e
apos um intervalo del5 minutos foi administrado propranolol (bloqueador B-adrenérgico,
1 mg/kg-1, iv; Sigma). A Imagem 3 (C e D) mostra tracados representativos do
comportamento da PAS e da FC quando administrados os farmacos citados. A FC foi
registrada antes e ap0s a administracdo de cada um dos medicamentos. O procedimento
foi repetido no dia seguinte, invertendo a ordem de aplicacdo dos farmacos. A FCI foi
estimada como a soma e posterior divisdo dos valores de FC poés-atropina e poés-
propranolol. Dessa forma, a média dos valores obtidos no primeiro e no segundo dia foi

considerada como a FCI do animal.

Por outro lado, o tdnus simpético cardiaco foi estimado pela diferenca entre a FC
apos a atropina e a FCI, enquanto o ténus vagal foi considerado a diferenca entre a FCI
e a FC apos o propranolol : TV = FCI - FC apos propranolol, TS = FC ap0s atropina —
FCI.
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Imagem 2. Tragados representativos do comportamento da PAS e da FC ao desafio com os
farmacos: vasoconstritor -FEN (painel A), vasodilatador -NPS (painel B), bloqueador colinérgico

- Atropina (painel C) e bloqueador adrenérgico -propranolol (painel D).
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Fonte: o autor (2021).

4.3.4 Determinacédo de proteinas cardiacas por Western blot

Um subgrupo com 8 animais foi usado para esta analise. Apds tratamento com
Sildenafil, os ratos foram anestesiados com cetamina-xilazina, conforme descrito
anteriormente, e eutanasiados por exanguinacdo. O coracdo e aorta foram coletados em

solucdo de Krebs e mantidos em freezer a -80°C, até o0 momento das analises.
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Figura 6. Desenho experimental (b). Subgrupo de animais tratados para determinacédo da

expressao proteica por Western blot.
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Fonte: o autor (2021).

A expressédo proteica do tecido miocéardico foi avaliada através da técnica de
western blot. Foram avaliadas as proteinas NCX-1, CASQ2, pTnl, SERCA2a e pCaMKIll
envolvidas na regulacdo do Ca?* em cardiomidcitos. Para isso, os tecidos preservados
em - 80°C foram homogeneizados em solucdo tampao composta de: Tris (10 mM, pH=
7,4), Lauril sulfato de sédio (SDS, 1%) e Metavanadato de sédio (1 mM). Os homogenatos
foram centrifugados a 10.000 rpm & 0° C e a concentracdo de proteina foi mensurada no
sobrenadante, conforme descrito por BRADFORD (1976). As proteinas presentes no
homogenato e o padrdo de peso molecular foram separadas eletroforeticamente em gel
de poliacrilamida a 15% e 10% e transferidas para membranas de difluoreto de
polivinilideno (PVDF) (Amersham Biosciences), usando um Mini Trans-Blot Cell system
(Bio-Rad) e tampdo de transferéncia, contendo: Tris 25mM; glicina 190mM; metanol 20%
e SDS 0,05%. As membranas foram bloqueadas com uma solucéo de leite desnatado a
5% por 1h em temperatura ambiente e, posteriormente, incubadas durante a noite com o
anticorpo primario para a proteina de interesse (CASQ2, NXC, pTnl, SERCA2a e
pCaMKIl). Apos consecutivas lavagens com tampéo TBS-T 0,1% as membranas foram
incubadas com anticorpos secundarios especificos, conjugados com peroxidase (GE
HealthCare, Little Chalfont-Buckinghamshire, UK). As bandas resolvidas foram
digitalizadas usando um ChemiDoc MP System Software e quantificadas usando Image
Lab Software, verséao 5.2.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).
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5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média + S.E.M. A significancia estatistica
foi determinada pelo teste t de Student (quando dois grupos foram comparados) ou
analise de variancia a uma ou duas vias. Um valor de p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Os dados foram analisados com auxilio do programa
GraphPad Prism Software, San Diego, CA, EUA.
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6 RESULTADOS

6.1 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA POR PLETISMOGRAFIA

Apos o periodo de adaptacdo dos animais ao sistema de pletismografia para
evitar-se o viés estresse, no final dos tratamentos com Sildenafil ou veiculo, foirealizada
a média de 10 registros para cada animal, conforme descrito em material e métodos.
Estes resultados sdo apresentados na tabela 1 em que pode ser observado que nao

houve diferencas da PAS entre os grupos controle e tratado.

6.2 PARAMETROS CARDIOVASCULARES E AVALIACAO AUTONOMICA

Em ratos acordados, foi mostrado que ndo ha diferencas significativas entre os
valores basais da PAS do grupo tratado com SILD ou com veiculo. APAD e PAM também

foram semelhantes entre grupos (Figura 7, Tabela 1).

Tabela 1. Comparacdo dos parametros cardiovasculares e a avaliacdo autonémica de ratos
tratados com Sildenafil (SILD) e tratados com veiculo (CONTROLE). PAS" (Presséo arterial
sistélica, por pletismografia), PAS (Presséo arterial sistélica, invasiva), PAD (Pressao artéria
diastolica), (PAM) Pressédo arterial media, FC (Frequéncia cardiaca), FCI (Frequéncia cardiaca
intrinseca), T.S (tbnus simpético). T.V (Ténus vagal). Os valores foram expressos como média +
SEM; n=7 animais por grupo. p > 0,05; teste t de Student ndo pareado.

PARAMETRO SHR CONTROLE SHR -SILD
PAS*(mm Hg) 202,3 + 1,55 196,0 + 2,54
PAS (mmHg) 195,7 + 1,22 191,0 2,17
PAD (mmHg) 128,2 + 2,07 125,4 + 2,33
PAM (mmHg) 156,0 + 4,74 148,2 +5,92
FC (bpm) 364,3 + 10,14 376,3 + 6,58
FCI (bpm) 393,1 + 14,02 391,3 + 12,01
T.S (bpm) 34,50+ 9,59 27,33 +6,32
T.V (bpm) 27,83 £ 3,49 28,17 + 3,53

Fonte: o autor (2021).



49

Figura 7. Efeito do Sildenafil (SILD) sobre a presséo arterial sistélica (PAS) (ndo invasiva: painel
A, invasiva: painel B), presséo arterial diastélica (PAD) (painel C) e pressao arterial média (PAM)
(painel D). em animais acordados. n= 7 ratos por grupo; Testet de Student ndo pareado; p > 0,05
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Fonte: o autor (2021).

Nos niveis de FC, FCI e atividades simpdtica e vagal ndo foram achadas diferencas
entre 0s grupos controle e tratado (Figura 8, Tabela 1).
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Figura 8. Efeito do Sildenafil (SILD) sobre os valores de frequéncia cardiaca basal (FC) (painel

A) e frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) (painel B). Os valores sdo expressos como média +
SEM. n = 7 ratos por grupo; Teste t de Student ndo pareado; p > 0,05 Sildenafil vs. Controle.
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Fonte: o autor (2021).
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6.3 TESTE DE SENSIBILIDADE BARORREFLEXA

SHR-SILD

A administracdo intravenosa (l.V.), de doses crescentes de FEN e os

consequentes efeitos pressores, evocaram a bradicardia reflexa esperada em ambos os

grupos; a resposta taquicardica foi observada com a administracdo de NPS. Como

mostrado na (Figura 9.A), ndo houve diferenca na resposta de sensibilidade do

barorreflexo (inclinacdo da reta) entre o grupo controle e grupo tratado, quando

desafiados por doses crescentes de FEN (- 0,65 + 0,34 vs -0,75 + 0,12 b p m/mm Hg)

respectivamente. Uma resposta similar foi vista no desafio a doses crescente de NPS (-

1,176 + 0,27 vs — 1,204 + 0,29 (bpm/mm Hg) entre o grupo controle e grupo tratado,

respectivamente (Figura 9.B). Como consequéncia, o comportamento da PAM e da FC

frente & administracdo de FEN e NPS (ponto a ponto) ndo mostrou diferencas entre

grupos (Figura 10 A).
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Figura 9. Efeito do Sildenafil (SILD) sobre a resposta barorreflexa frente a fenilefrina (FEN) e
nitroprussiato de sodio (NPS) (painel A e B, respectivamente). Os valores foram expressos como
média = S.E.M. n=7 ratos por grupo; p > 0,05; teste t de Student ndo pareado.
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Fonte: o autor (2021).
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Figura 10. Efeito do Sildenafil (SILD) na presséo arterial media e na frequéncia cardiaca diante
da administracao de doses crescentes de fenilefrina (FEN) e nitroprussiato de sédio (NPS) (painel

A, B; e C, D, respectivamente). ANOVA a duas vias., p>0,05
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Fonte: o autor (2021).

6.4 EXPRESSAO DE PROTEINAS CARDIACAS

A analise de Western blot ndo mostrou diferenca na expressédo de CASQ2 NCX1,

CASQ?2, pTnl, SERCA2a e pCaMKIl entre os grupos (Tabela 2).
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Tabla 2. Comparacado da expressao por Westerns blot., das proteinas cardicas reguladoras do
Ca?" de ratos tratados com Sildenafil (SILD) e tratados com veiculo (CONTROLE). CASQ2
(Calsequestreina 2), pTnl (Subunidade inibitéria da troponina),NXC1 (Trocador Na* /Ca?),
SERCAZ2a (Reticulo sarcoplasmatico Ca**-ATPase), pCaMKII (Proteina quinase dependente de
calmodulina ). Os valores foram expressos como média + SEM; n=4 animais por grupo. ANOVA
a duas vias; p>0,05. Teste t de Student ndo pareado.

PARAMETRO SHR CONTROLE SHR -SILD
CASQ2 0,42 +£0,01 0,65+ 0,07
pTnl 0,11+ 0,08 0,12 £ 0,03
NXC1 0,33+0,04 0,52 + 0,07
SERCA2a 0,23+0,02 0,25+ 0,02
pCaMKI| 0,19+ 0,01 0,18 + 0,02

Fonte: o autor (2021).
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7 DISCUSSAO

O Sildenafil, um farmaco empregado inicialmente para o tratamento da disfuncéo
erétil e posteriormente na HAP, tem despertado o interesse de pesquisadores quantoao
seu uso potencial como medicamento coadjuvante na terapia anti-hipertensiva. Seus
efeitos terapéuticos sdo devido a inibicdo da enzima PDE5a, aumentando assim a vida
média do GMPc e consequente ativacdo da PKG e de canais catidnicos, mediando
processo fisioldgicos especialmente a nivel cardiovascular (contratilidade e remodelacéo
cardiaca, tbnus e remodelacdo vascular, entre outros (FIEDLER; WOLLERT, 2004;
FRANCIS; BLOUNT; CORBIN, 2011; HOLTWICK et al., 2003; TAKIMOTO, 2012). Além
da classica acdo do Sildenafil por meio da via GMPc/PKG, se tem demonstrado
recentemente efeitos antioxidante e anti-inflamatério em nivel vascular por meio da
atenuacao da expresséao das enzimas COX-1 e COX-2, evitando oxidacao e interferéncia
da via GMPc / PKG (TEIXEIRA-DA-SILVA et al., 2019; LEAL et al., 2020).

No presente trabalho nés escolhemos o SHR, um modelo classico para estudar a
HA e as doencas cardiovasculares, associadas a cronicidade desta condicao patologica
(conforme descrito em secdes anteriores), para verificar o possivel efeito anti-
hipertensivo do Sildenafil, uma vez que é bem determinado que esses animais
apresentam um quadro hipertensivo aos 4 meses de idade. Portanto, essa foi a idade
escolhida para o inicio do tratamento com Sildenafil sendo mantido por 2 meses. Aos 6
meses de idade, conforme observado nos nossos resultados, nem a PA nem a FC foram
alteradas pelo tratamento com Sildenafil. Estes resultados corroboram os reportados
previamente por nosso grupo de pesquisa (TEIXEIRA-DA-SILVA et al., 2019) e por
KRISTEK, KOPRDOVA, CEBOVA, (2007). Entretanto, LEAL e colaboradores (2020)
evidenciaram um efeito anti-hipertensivo que foi atribuido ao efeito antioxidante e protetor
vascular desse farmaco. Curiosamente, TOBLLI e colaboradoes (2007) encontraram uma
reducéo de mais de 40 mm Hg da PAS em SHR tratados com 10mg/kg de Sildenafil
durante 6 meses. Da mesma forma, YAGUAS e colaboradores (2010) mostraram uma
reducdo de cerca de 25 mmHg. Tais discrepancias poderiam ser explicadas pela maior

duracédo do tratamento, que foi mantido até os 9 meses de idade. SHR séao conhecidos
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pela acentuacdo dos disturbios cardiovasculares ap6s os 6 meses de idade. Em linha
com este raciocinio, KAPUR e colaboradores (2010) evidenciaram aumento na duracéo
e amplitude das correntes do Ca?* basal em cardiomiécitos, o que ocorreu paralelamente
ao envelhecimento (7,5 meses) e ao desenvolvimento de IC; quadro que melhorou com
0 uso de Sildenafil até os 9 meses de idade. Assim, pode-se inferir que os efeitos
benéficos, em nivel cardiovascular ,da inibicio da PDE5a poderiam ser melhor

evidenciados nessa faixa etaria.

O efeito anti-hipertensivo do Sildenafil também foi documentado em SHR com
sindrome metabdlica (DOGHRI et al., 2019) e em outros modelos de doenca
cardiovascular hipertensiva. Assim, FERREIRA-MELO e colaboradores (2006) e
(ROSSONI et al., 2007) demonstraram que ratos Wistar com hipertensao induzida por
L-NAME, apresentaram uma diminuicdo da PA quando tratados com Sildenafil. No
entanto, em Wistar submetidos a isquemia/reperfusdo miocardica (MI/R), o tratamento
cronico com Sildenafil ndo reduziu os niveis pressoricos (PEREZ et al., 2007). Diante
disso, pode-se inferir que o efeito anti-hipertensivo do farmaco é mais palpavel quando
usado em modelo animal com hipertensdo pré-estabelecida e com comprometimento
vascular, como ocorre na sindrome metabdlica e na inibicdo da sintese de NO;
possivelmente devido a conhecida melhora na funcdo endotelial do Sildenafil
(CAVALCANTI et al., 2016).

A modulacdo autonémica da funcéo cardiovascular estd comprometida na HA em
humanos. Em SHR, ha um sustentado ténus simpatico, ativacdo do SRAA e funcédo
barorreflexa alterada, o que caracteriza esse modelo de hipertensdo; fato que contribui
para a perpetuacéao da doenca (LAWLER et al., 1991). Estudos em modelos murinos tém
reportado que o Sildenafil possui um efeito cardioprotetor pela modulacdo da resposta
miocardica durante a estimulagcédo simpatica cronica via “cross-talk”, mediada por PDES5
—PDEZ2 (ISIDORI et al., 2015) e pela fosforilacdo de Tnl dependente de PKG (LEE et al.,
2010). Em humanos, BORLAUG e colaboradores (2005) observaram que o Sildenafil
embota as respostas sistdlicas a estimulagcdo B-adrenérgica pela dobutamina. NOs
estudamos a atividade autonémica em SHR registrando a FC, a FCl e a atividade

auton6mica cardiaca (TS e TV), mas nao encontramos diferencas significativas entre o
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grupo tratado com Sildenafil e o controle. Dados prévios de nosso grupo de pesquisa
mostraram que a inibicdo da PDEb5a por Sildenafil, em preparacfes de coracéo isolado,
atenua a resposta B-adrenérgica em concentracdes crescentes de isoproterenol
(TEIXEIRA-DA-SILVA, 2019), o que sugere possivel efeito cardioprotetor, corroborado
pela diminuicdo da producdo de EROs e pelo aumento da atividade de superdxido
dismutase (SOD). Por outro lado, em modelo de hipertensdo 2 rins-1 clipe (2K1C) o
tratamento com Sildenafil melhorou a sensibilidade do barorreflexo, a qual retornou aos
niveis de animais nao hipertensos (CAVALCANTI et al.,2016) Estas discrepancias em
relacdo a nossos resultados, poderiam ser atribuidas as particularidades dos modelos
animais utilizado nos estudos, devido ao bem estabelecido desequilibrio autonémico dos
SHRs desde a fase pré-hipertensiva, comprometendo o funcionamento do componente
efetor simpatico (SHANKS et al.,, 2013) o que contrasta com as alteracdes agudas
presentes em ratos renovasculares. Também, é possivel que os mecanismos pelos quais

sao instalados esses dois modelos de hipertenséo ativem vias moleculares diferentes.

A atividade barorreflexa foi avaliada em nosso estudo, uma vez que é conhecido
gue os barorreceptores atuam como reguladores da PA. No entanto, sua sensibilidade
encontra-se prejudicada na HA, pois alterac6es sustentadas dos valores presséricos
deslocam a faixa de funcionamento destes para o novo nivel de PA, que passa a ser
reconhecido como normal (SALGADO et al., 2007; CARVALHO-GALVAO et al., 2018).
Também se sabe que na ICC, a Ang Il e o AT1R sédo super expressos no ganglio nodoso
0 que contribui para sua disfuncdo por superproducdo de superdxido mitocondrial e
diminuicdo da expressdo de canais de Na*® (Nav), embotando a sensibilidade do
barorreceptor (ZHANG; MUELLEMAN; LI, 2015). Em nosso estudo, a atividade
barorreflexa foi calculada como a derivacdo de FC em fungéo da variagdo da PAM (AHR
/ AMAP), ndo sendo alterada pelo tratamento com Sildenafil o que foi demonstrado pela
inclinagdo da reta. Ao nosso conhecimento, ndo ha outros estudos que tenham verificado
o efeito do Sildenafil sobre o barorreflexo em SHRs, no entanto, é sabido que SHRs
perdem essa sensibilidade a medida que envelhecem, conforme ratificado em pesquisas
de VALENTI e colaboradores (2009b) e CISTERNAS e colaboradores (2010) onde foi
encontrado reducéo da fungéo barorreflexa em resposta a fenilefrina quando comparados
ao controle WYK. Interessantemente, CAVALCANTI e colaboradores (2016)
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evidenciaram que em ratos 2K1C tratados com Sildenafil h4 uma melhora no controle
barorreflexo da FC. Essa discrepancia poderia ser atribuida ao modelo animal utilizado,
como comentado anteriormente. E importante salientar que as doses empregadas no
modelo 2K1C foram maiores (FEN: 8ug / Kg; NPS: 25ug / Kg) do que as usadas em
nosso estudo.

Desequilibrios progressivos na expressdo e/ou atividade de fatores pro e
antiapoptéticos cardiacos, assim como de proteinas encarregadas da regulacéo do Ca?*
sdo vinculadas as alteragbes cardiacas na HA. No caso de SHR, eles progridem de
hipertenséo persistente (cerca de 2 meses de idade) para hipertrofia compensada estavel
(cerca de 6 meses de idade) e posteriormente disfuncdo cardiaca e IC (cerca de 18
meses de idade) (DONG et al., 2012). Em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa,
em que foi usado SHR de 6 meses de idade, tratados com Sildenafil durante 60 dias, foi
observado uma reducédo significativa da area dos cardiomiécitos, sugerindo um efeito
anti-hipertrofico e de protecdo contra remodelacdo cardiaca. Isto foi demostrado pela
diminuicdo na expressao das proteinas de marcadores de hipertrofia cardiaca (B-MHC,
GATA4 e NFATc3), assim como pela redugdo dos niveis de proteina TGF[3, e maior
expressdo do peptideo natriurético ventricular; eventos estes relacionados a
cardioprotecao (TEIXEIRA-DA-SILVA, 2019). Ao estudarmos a possivel participacdo das
proteinas NCX-1, CASQ2, pTnl, SERCA2a e pCaMKIl envolvidas na regulacdo do Ca?*
e na contratilidade cardiaca, esperavamos encontrar diferencas, que efetivamente nao

ocorreram, de acordo com nossos resultados.

Poucos sdo os trabalhos na literatura que abordam o comportamento das
proteinas reguladoras da dinamica cardiaca do Ca?*em SHR, e ainda mais escassos 0s
que abordam o efeito do Sildenafil na modulacio destas. BOKNIK e colaboradores
(2001) avaliaram a expressao da Tnl, mas nao encontraram diferencas na sua entre SHR
e WKY. Em relacéo a forma fosforilada (ativa) da Tnl, evento que ocorre por proteinas
quinases (PKA, PKC), acelerando o relaxamento cardiaco (BOKNIK et al., 2001;
JIDEAMA et al., 1996), aumentos significativos séo vistos no miocardio de SHR entre os
15- 25 meses de idade que desenvolveram IC, quando comparados a WYK normotensos
da mesma idade (DONG et al., 2012). Por outro lado, (BOND, 1997) observou maior
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fosforilacdo de Tnl, dependente de PKA, no SHR apds a estimulacdo $-adrenérgica. Fato
este que, segundo os autores, poderia contribuir para a diminuicdo da resposta inotropica
a estimulagdo B-adrenérgica. Neste contexto, foi mostrado em cardiomidcitos de
camundongos normais e knockout para 3-adrenoceptores (B3-AR "/ .), in vitro, que a
modulagao contratil por Sildenafil (1 uM) exigiu a ativacdo de PKG e aumentou a
fosforilacdo de Tnl, como fatores priméarios subjacentes a capacidade de inibicdo aguda

de PDESb5a para atenuar a estimulagao 3-adrenérgica do miocardio (LEE et al., 2010).

Em relacdo ao trocador NCX1, em nosso estudo o tratamento com Sildenafil ndo
alterou a expressao desta proteina. Nesse panorama, e na auséncia de estudos que
permitam comparar esses achados, ndo € possivel estabelecer uma relacdo entre a
inibicdo de PDE5a e a expressédo cardiaca de NXC1. Sabe-se que alteracbes do NXC1
levam a diminuicdo da contratilidade de midcitos, reducdo da remocdao intracelular de
Ca*? e duracgdo prolongada do ciclo cardiaco, sendo essas, caracteristicas préprias da
insuficiéncia ventricular em estagio terminal (HOUSER et al., 2000; LI et al., 2016). Nesse
contexto de IC, é visto que 0 aumento na expressao e funcdo do NCX1 poderia ter uma
funcdo antagbnica a SERCA2a durante o relaxamento, removendo mais Ca?* do citosol
e evitando que o RS seja totalmente recarregado (REYES-JUAREZ; ZARAIN-
HERZBERG, 2006). Entretanto, PLUTEANU e colaboradores (2018) ndo encontraram
diferencas significativas na expressao de NXC1 entre SHR com IC ou sem esta condig&o.
Mas essa diferenca foi vista em relacdo aos controles WKY, 0 que sugere que a

contribuicdo desse trocador para a remocéo global de Ca?* néo é influenciada pelalC.

Em nosso estudo, ndo achamos mudancas na expressao de CASQ?2 pela inibicao
crénica de PDESA. Porém, REYES-JUAREZ; ZARAIN-HERZBERG (2006) afirmam que
a expresséo ou atividade da proteina parece ndo ter mudancas na hipertrofia nem na IC.
Outros estudos, no entanto, mostram a expressao reduzida dessa proteina no miocéardio
de SHRs entre os 15 - 25 meses de idade com IC, quando comparados com WYK
normotensos da mesma idade (PLUTEANU et al., 2018). Em contraste com esses
resultados, JONES e colaboradores (1998) mostraram que camundongos transgénicos
com superexpressdo de CASQ2 geraram hipertrofia cardiaca, embora que os autores

indicassem a possibilidade de outros eventos moleculares, desencadeados no interior do
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RS envolvendo proteinas reguladoras do Ca?*, contribuirem para hipertrofia. Esses
dados conflitantes sugerem que CASQ?2 pode ter um papel que ainda nao foi determinado

no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca.

Por outro lado, embora o aumento na expressao de SERCA2a esteja associado a
cardioprotecdo (CHENG et al., 2011) em nosso estudo ndo encontramos diferencas na

expressao dessa proteina.

Em diversos modelos murinos de doenca cardiovascular, o Sildenafil tem
demonstrado restaurar expressao génica e proteica da SERCAZ2a, diminuindo o estresse
do RS, com melhora na manipulacéo do céalcio (NAGAYAMA et al., 2009; CHENG et al.,
2011; GONG et al., 2013). Ao nosso conhecimento, ndo ha outros estudos que tenham
verificado o efeito do Sildenafil sobre a expressao de SERCA2a em SHRs, fato que limita

nossa discussao sobre isso.

Por dltimo, sobre a expresséao da forma fosforilada de CaMKII, diferencas entre
grupos nédo foram achadas em nossos estudos. CaMKII tem sido implicado na regulagéo
do acoplamento excitacdo-contragdo cardiaca (ECC), bem como na sinalizacdo
apoptoética e remodelacdo adversa (VILA-PETROFF et al., 2007). Sabe-se que sua
atividade se encontra aumentada em fibrilacéo atrial em humanos (VOIGT et al., 2012) e
em ventriculos de SHRs (BOKNIK et al.,2001), o que foi correlacionado com um aumento
na fosforilacdo de PLB e maior captacdo de Ca?* pelo RS. O Sildenafil tem mostrado
efeito anti-hipertréfico em camundongos submetido a TAC, mediante a supresséo da
fosforilacdo de CaMKIl, (HSU et al., 2009). Em contraste com esses resultados,
ESKESEN e colaboradores (2015) em um modelo experimental de regurgitacao aodrtica
com ratos, mostram que o Sildenafil ndo afetou os niveis fosforilados de CaMKII na
atenuacdo do remodelo e disfuncdo cardiaca. N&o foram encontrados estudos
envolvendo a expressédo e / ou fosforilagcdo dessa proteina em SHRs, tratados com

Sildenafil, o0 que nos permite-se contrastar com 0s nossos resultados.

Em resumo, os resultados obtidos neste estudo em relac&o ao efeito do Sildenafil nos
parametros cardiovasculares sédo consistentes com outros estudos em SHR tratados com
Sildenafil na mesma faixa etéaria (4- 6 meses). No que diz respeito ao papel do Sildenafil

na modulagao da via do Ca2+ em SHRs, os resultados ndo séo conclusivos, precisando-
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se de mais estudos que envolvam o uso do farmaco em estdgios mais avancados de
desenvolvimento da doenca cardiaca. Os mesmos, devem se aprofundar na analise de
outras proteinas e marcadores de hipertrofia cardiaca, 0 que ajudaria a nossa
compreensao da fisiopatologia da cardiomiopatia hipertensiva, bem como no
esclarecimento do potencial terapéutico da inibicdo da PDE5a visando estudos clinicos

onde o farmaco possa ser usado como adjuvante na terapia anti-hipertensiva.
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8 CONCLUSAO

O uso cronico de Sildenafil (45 mg/kg) em ratos espontaneamente hipertensos néao
reduziu a pressao arterial, nem melhorou a sensibilidade barorreflexa, quando utilizado a
partir dos 4 meses até os 6 meses de idade. Ainda foi observado que néo alterou a
expressdo das proteinas reguladoras do Ca *? calsequestrina 2 (CAQS2), o trocadorNa*
/ Ca* (NXC1), a reticulo sarcoplasmaético Ca*? -ATPase (SERCAZ2a), e a forma fosforilada
da proteina quinase dependente de calmodulina Il (pCAMKII) nem a subunidade inibitéria
da troponina (pTnl) no tecido cardiaco. Esses achados devem ser interpretados dentro
do contexto e limitagBes proprias de nosso trabalho, uma vez que seria esclarecedor o
estudo de outras proteinas e fatores reguladores do Ca*? no cardiomidcito, tais como o
canal para o Ca*? de tipo- |, receptor de rianodina 2 (RyR2), calcineurina (CN),
fosfolambano (PLB), o que permitiria uma visdo mais ampla do efeito da inibicdo da

PDE5a sobre a a via do Ca*2em SHRs.
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APENDICE A

SILDENAFIL, UM INIBIDOR DE FOSFODIESTERASE 5, E EFICAZ NA
HIPERTENSAO ARTERIAL?

UMA REVISAO DE ESTUDOS PRE-CLINICOS

Introducao

A hipertenséo arterial (HA) é caracterizada pelo aumento sustentado dos niveis
pressoéricos em relacdo aos valores estabelecidos como fisiolégicos: 120 / 80mm Hg
(RUBIO, FRANCISCO, GUERRA, 2018; WILLIAMS et al., 2018). Esse disturbio de
origem multifatorial, acomete uma grande parte da populacdo mundial e representa o
mais importante fator de risco para doenca cardiovascular (DCV), acidente vascular
cerebral (AVC) (KOLETTIS et al.,, 2010) e insuficiéncia renal (ELMES et al., 2008).
Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude/Organizacdo Panamericana da
Saude (OMS/OPAS, 2018), cerca de um bilhdo de pessoas no mundo sofrem de HA e
estima-se que entre 2000 e 2025, cerca de 560 milhdes de pessoas serdo acometidas
por esta doenca (POULTER, PRABHAKARAN, CAULFIELD, 2015). No Brasil, as DVC
séo as principais causas de internamentos e de mortalidade. Os inquéritos populacionais
tém indicado que 30 milhdes brasileiros sdo portadores de HA (BARROSO, WEIMAR
KUNZ SEBBA, et al., 2020).

Uma das complicacdes da HA é a hipertrofia cardiaca (WILLIAMS et al., 2018),
(MUTLAK, KEHAT, 2015), devido a persistente sobrecarga de trabalho que leva a
dilatacdo da camara ventricular com fung¢éo contratil comprometida (BERNARDO et al.,
2010; NAKAMURA, SADOSHIMA, 2018). Segundo LI e colaboradores (2015) na
cardiomiopatia hipertensiva ocorre reducao da contratilidade cardiaca, da duracédo da
sistole (contracdo) e da liberacdo intracelular de Ca?*, provavelmente por alteracdo das
proteinas reguladoras deste céation nos cardiomiocitos. Neste contexto, o musculo
ventricular exposto a sobrecarga, expressa maiores niveis de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH), principal fonte de espécies reativas de oxigénio
(EROs), 0 que contribui para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (LI et al., 2002;
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AFANAS'EV, 2011). Diversos estudos evidenciaram que o desequilibrio do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) contribui para o estresse oxidativo e diminuicao
da biodisponibilidade de oOxido nitrico (NO) endotelial (NGUYEN, TOUYZ., 2011;
FLOREA, COHN, 2014; SILVA et al., 2014). Dessa forma, o miocéardio sofre ndo apenas
hipertrofia, mas também infiltracdo de células inflamatoérias que terminam em deposi¢éo
de colageno, alterando a contratilidade e o relaxamento do musculo cardiaco, bem como
suas funcdes hemodinamicas (CONRAD et al., 1995). A hipertrofia cardiaca concéntrica
por sobrecarga da HA (DE SIMONE, 2004) e alteracbes nos vasos sanguineos pode
evoluir para insuficiéncia cardiaca (IC) (LOPEZ-VIDRIERO, 2005).

Os modelos animais de hipertrofia cardiaca sdo amplamente utilizados, alguns
modelos induzem sobrecarga de pressao (ex. constricdo e/ou bandagem da aorta),
sobrecarga de volume (shunt da aorta/veia cava) e a utilizacdo de substancias vasoativas
na inducao da hipertrofia, como a angiotensina Il (ANG Il) e L-NAME (L-NG-Nitro arginina
metil- éster) um inibidor da éxido nitrico sintase (PATRUCCO et al., 2014; FERREIRA-
MELO et al., 2006; ROSSONI; 2007; SALLOUM et al., 2008). Dentre os varios modelos
experimentais de hipertrofia ventricular esquerda (HVE) os mais utilizados induzem
alteracdes nos niveis pressoricos, provocando uma sobrecarga ventricular (MILL, 2001).
Todavia, € possivel induzir HVE através de mecanismos ndo-pressoéricos ou humorais
como administracdo de isoproterenol (ISO), um agonista beta-adrenérgico ndo-seletivo
(PATRUCCO et al., 2014; HASSAN et al.,2005; MAHMOOD et al., 2017).

Vérios farmacos anti-hipertensivos e cardioprotetores foram desenvolvidos nas
Ultimas décadas para o manejo da HA, entretanto, alternativas farmacolégicas ainda
estdo sendo exploradas para mitigar o impacto da doenca. O Sildenafil (SILD)
amplamente utilizado durante os ultimos 20 anos no tratamento da disfuncao erétil e mais
recentemente no manejo da hipertensdo pulmonar, parece ter também um efeito
cardioprotetor e anti-hipertensivo, modulando a resposta miocardica durante a
estimulacdo simpatica cronica (ISIDORI et al., 2015; LEE et al., 2010; BORLAUG et al.,
2005) e a resposta endotelial devido a seu efeito antioxidante (YAGUAS et al., 2010;
SCHWARTZ et al., 2010; MAULIK & KUMAR, 2012; TEIXEIRA-DA-SILVA et al., 2019).
Parte do efeito benéfico do SILD deve-se a inibicdo da fosfodiesterase 5 (PDE5a),
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aumentando desta forma os niveis de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) e,
conseguentemente, a atividade da proteina quinase G (PKG) e sua cascata efetora em
células excitaveis. Portanto, a fim de avaliar se ha evidéncias suficientes sobre a eficacia
do SILD como anti-hipertensivo e cardioprotetor o objetivo deste estudo foi revisar
sistematicamente os efeitos deste farmaco em relacdo ao efeito anti-hipertensivo em

estudos pré-clinicos conduzidos em ratos e camundongos.

Metodologia
Protocolo e registro

Esta revisdo foi conduzida de acordo com as recomendacdes da Colaboracao
Cochrane para Revisbes Sistematicas e relatando seguindo a lista de verificacdo da
versdo pré-impressa dos Itens de Relatorio Preferidos para Revisfes Sistematicas e

Meta-andlises (PRISMA) 2020 para artigos e resumo.

Critério de eleicao
Critérios de inclusao e exclusao

Estudos pré-clinicos em ratos e camundongos avaliando os efeitos de SILD em
monoterapia ou em terapia combinada, com presenca de um grupo de controle-na HA e
ou doenca cardiaca. Foram utilizados como critério de excluséo os estudos in vitro, testes
clinicos, estudos descritivos, revisdes sistematicas, diretrizes, resumos/ resumos
estendidos, estudos sem grupo controle ou onde nao foi confirmado comprometimento
cardiaco ou hemodinamico do modelo animal. Esta tarefa foi realizada por dois dos

investigadores.

Estratégia de pesquisa e selecdo de estudos

Baseamos a estratégia de pesquisa na pergunta PICO: O SILD tem efeito anti-

hipertensivo e cardioprotetor em ratos e camundongos? Foi executada em 3 bancos de



77

dados eletronicos (PubMed, Embase e Web of Science), e em uma fonte de literatura
cinzenta (Gray Matters). As fontes foram consultadas pela ultima vez em 23 de junho
de 2021. Os termos MeSH usados foram: "Rats", “Mice”, “Sildenafil Citrate”, “Arterial
Pressure”,“Cardiprotection” . Tanto o MeSH quanto os outros termos de entrada foram
adaptados corretamente de acordo com as regras de sintaxe de cada fonte. Os
operadores booleanos (OR, AND) foram usados para combinar os termos. Todas as
citacBes encontradas foram inseridas em um software de gerenciamento de referéncias
(Mendeley), e as duplicatas foram excluidas manual e automaticamente. Cerca de 89
manuscritos foram recuperados para leitura completa. As discordancias entre os

investigadores foram resolvidas por consenso.

Extracdo de Dados

A coleta de dados foi realizada por dois investigadores, extraindo de cada estudo
as seguintes informacdes: Autor, ano, pais, modelo animal e tamanho da amostra, dose,
duracdo do tratamento, e efeitos hemodindmicos e/ou cardioprotetores da terapia,
(Tabelas 2, 3 e 4).

Resultado
Selecédo de estudos

Foram identificados 804 artigos na pesquisa de banco de dados. Apds aremocao
das duplicatas, foi examinado 549 estudos por titulo e resumo, 89 documentos de texto
completo para elegibilidade potencial; 50 artigos ndo atenderam aos critérios de inclusdo
pelas razdes expressas na Figura 1. Finalmente 39 estudos foram incluidos para analises

gualitativas.



Figura 1. Diagrama de fluxo do PRISMA 2020 resumindo cada fase desta revisédo sistemética.
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Caracteristicas dos estudos incluidos

Registros removidos antes da triagem:
Registros duplicados (n = 255)

Registros excluidos por titulo e resumo
(n = 460}

Registros excluidos na leitura de texto
completo por motivo:

-Tratamento ex-vivo: 12
-Resumo/resumo estendido: 22

-Texto ndo encontrado: 1

- Articulo fora do foco de estudo: 14
-Modelo animal onde néo foi confirmado
afetacdo cardiaca ou hemadinamica: 1
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Entre os 39 estudos que atenderam aos critérios de inclusdo, 15 deles foram

realizadas em camundongos (Tabela 2) e 24 em ratos (Tabelas 3 e 4) . Dentro dos

estudos com ratos, em 10 artigos foram usados o modelo de isquemia e reperfuséo
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cardiaca (MI/R) e o restante utilizou outros modelos de indu¢&o de doenca cardiovascular

(DCV). Em geral, o SILD foi usado em todos os estudos, como unico

farmaco (23 estudos= 59%) ou como terapia combinada (16 estudos=41%). Todos 0s
farmacos foram administrados in vivo, por via intraperitoneal (15 estudos= 38,4%), por
via subcutanea (1 estudo = 2,5%), por via intravenosa (3 estudos=7,7 % ), por via oral
por gavagem ( 12 estudos = 30,7% ) ou em racdo ou na agua de beber (8 estudos =
20,5%) A terapia com SILD consistiu em uma dose Unica ( 12 estudos = 30,7% ) ou

tratamento crénico ( 27 estudos = 69,3%).

Em relacdo aos parametros avaliados, 7 artigos (17,9%) mensuraram aspectos
hemodindmicos como pressdo arterial (PA) frequéncia cardiaca (FC) e integridade
vascular (excluindo vasos coronarios), em 19 estudos (48,7%) foram avaliados so0
aspectos cardiacos relacionados a cardioprotecdo como: efeito anti-hipertréfico, anti-
fibrético, anti-inflamatorio, antioxidante, anti-apoptético e anti-necrético (melhora da zona
infartada). Nesses estudos também se avaliou o efeito preservador da funcionabilidade
contractil e relaxante do miocérdio e de vasos coronarios. Finalmente, 13 estudos (33,3%)

avaliaram tanto aspectos hemodinamicos quanto cardiacos.

Em 8 estudos (40%) os parametros hemodinamicos foram registrados
invasivamente (cateter intra-arterial) e em 8 estudos (40%); de forma nao invasiva
(pletismografia de cauda); usando a combinacdo de métodos em 2 estudos (10%).
Registro por telemetria foi feito em 2 estudos (10%). Todos 0s ensaios utilizaram
modelos animais com alteracdes hemodinamicas e / ou cardiovasculares confirmadas

(pré-existentes ou induzidas).

Em relag&o ao beneficio do SILD, foi demostrado seu efeito anti-hipertensivo em
17 de 20 estudos onde foi testado, diminuindo a PA quando usado em monoterapia (15
estudos) e em terapia combinada (2 estudos). Efeito protetor vascular (excluindo artérias

coronarias) foi visto em 9 estudos (Tabela 1)

Quanto ao papel do SILD como cardioprotetor, foi avaliado seu efeito anti-
hipertréfico em 13 estudos; sendo efetivo em 10 deles. O efeito anti- fibrético, anti-

inflamatorio e antioxidante foi demonstrado em 5, 4 e 9 estudos respectivamente. Sua
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eficAcia em reduzir a area infartada pés- isquemia (diminuindo a apoptose e necrose) foi
avaliado em 18 estudos, conseguindo resultados positivos em 17 deles. Por ultimo,
SILD conseguiu preservar a funcdo contratil e relaxante do miocardio em 12 de 13
estudos e melhorou a integridade e fluxo dos vasos coronarios em 2 dos 3 estudos, onde
foi avaliado (Tabela 1).

Tabela 1. Indicadores hemodinamico- vascular e de cardioprotecdo do Sildenafil avaliados em

camundongos e ratos. X : efeito importante, X*: efeito importante em terapia combinada com Atorvastatina., X**:

efeito importante em terapia combinada com BAY 41 22272, X : e*eito importante, dose baja, _: sem efeito, _ *
: sem efeito, dose alta , / : efeito débil. A: Efeito Antihipertensivo, B: Efeito protetor vascular C: Efeito anti-

hipertréfico, D: Efeito anti-fibrético, E: Efeito anti-apoptotico, anti-necrotico (melhora em zona infartada), F :
Efeito anti-inflamatério, G: Efeito antioxidante, H: Efeito preservador da funcionabilidade contractil e relaxante

do miocérdio., | : Efeito protetor em vasos coronario.

Estudo Indicador Indicador de cardioprotecédo
hemodinédmico
A B C D E F G H Modelo
animal

Ebrahimi et al., 2009 X X Camundongo
Shalwala, et al., 2014 X X X Camundongo
Blanton et al., 2012 X Camundongo
Dias et al., 2014 X X Camundongo
Fanhing et al., 2015 X X Camundongo
Roberts et al., 2016 X X Camundongo
Salloum et al., 2008 X X X Camundongo
Salloum et al., 2007 X X Camundongo
Salloum et al., 2003 X _ Camundongo
Li etal., 2016 X X X X Camundongo
Patrucco et al 2014 _ X Camundongo
Chau et al., 2011 X X X X Camundongo
Wang et al, 2008 X X Camundongo
Takimoto et al., 2009 X X Camundongo
Nio et al., 2020 X X X Camundongo
Alanova et al., 2014 / X Rato
Zaoboryj et al., 2019 X X Rato




Lee etal.,, 2012 Rato
Hadi et al., 2016 Rato
Perez et al., 2007 _ Rato
Lee et al., 2014 Rato
Koneru., 2008 X Rato
Rosanio., et al., 2006 X X * Rato
Milano et al., 2011 X Rato
Kolettis et al., 2010 X x ¥ Rato
_ 4

Andersen et al., 2013 X** _ Rato
Wen et al., 2020 Rato
Doghri et al., 2019 X X Rato
George et al., 2013 X Rato
Hassan et al., 2005 Rato
Ferreira-Melo et al., X X X Rato
2006

Dabiré et al., 2020 X Rato
Mahmood et al. 2017 Rato
Behr-Roussel et al., X Rato
2008

Yaguas et al., 2010 X X Rato
Rehse et al 1999 X X Rato
Rossoni., 2007 X X X Rato
Botha., 2010 X X Rato
Guimardes et al 2013 X X Rato

X

Discussao
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A presente revisdo sistematica identificou que o SILD um farmaco com potencial

efeito anti-hipertensivo e cardioprotetor em modelos murinos (camundongos e ratos). O

beneficio terapéutico e conseguido em parte pela capacidade ja conhecida de manter os

niveis de GMPc e a atividade PKG; assim como outros mecanismos moleculares

envolvidos na cardioprotecéo.
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Efeito anti-hipertensivo do Sildenafil em camundongos

O efeito anti-hipertensivo do SILD em camundongos foi avaliado por varios
estudos. DIAS e colaboradores (2014) em um modelo de hipertensao renovascular: 2
rins 1 clip (2K1C) registraram uma reducao da pressao arterial média (PAM), diminuicdo
dos niveis de ANG Il intrarrenal e do estresse oxidativo. FANHING e colaboradores
(2015), também no modelo 2K1C mostram que o farmaco amenizou os niveis de PAM e
diminuiu a resposta contratil & noradrenalina na artéria mesentérica, isto associado a
recuperacdo da superficie endotelial e a abolichio do estresse oxidativo. Em
camundongos knockout para a oxido nitrico sintase endotelial eNOS+/-, o SILD diminuiu
a PAM em reduzindo a contracdo vascular maxima, induzida por fenilefrina, melhorando
o relaxamento vascular maximo induzido por acetilcolina, (ROBERTS et al., 2016). Do
mesmo modo, NIO e colaboradores (2020) evidenciaram uma diminui¢éo significativa da
pressdo arterial sistélica (PAS) em camundongos modelo de hipertensdo DOCA+UNXx-
KKAy (acetato de desoxicorticosterona-sal hipertensivo uni-nefrectomizado KKAy)

tratados com SILD.

Efeito anti-hipertensivo do Sildenafil em ratos

O efeito anti-hipertensivo do SILD em ratos foi avaliado em varios estudos. No
modelo MI/R, ROSANIO e colaboradores (2006) mostraram que o farmaco diminui a PAM
e guando combinado com atorvastatina (ATV) aumenta a atividade das oxido nitrico
sintase: constitutiva (cNOS) e induzivel (INOS), a expresséo da endotelial (eNOS) assim
como a forma fosforilada das dois ultimas (p- INOS, p-eNOS). No mesmo modelo,
KOLETTIS e colaboradores (2010), administrando de forma aguda ou crbnica o SILD,
observaram reducao da PAS. Efeito menos alentadores foram notificados por ALANOVA
e colaboradores (2014) que observaram reducgdo transitéria da PAM em MI/R em
condi¢cdes de normoxia e hipoxia; e por PEREZ e colaboradores (2007) sem alteracdes
na PAM, e na pressao sistolica /diastolica final do ventriculo esquerdo (VE).

O efeito anti-hipertensivo do SILD foi também avaliado em diversos modelos de

ratos com hipertensédo espontanea ou induzida. ANDERSEN e colaboradores (2013)
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mostraram que a terapia combinada com BAY 41 22272 (o estimulador de guanilato
ciclase, aumentou os niveis de GMPc, baixou os valores da PAM e aumentou o débito
cardiaco e a pressao sistolica do ventriculo direito (PSVD) em ratos Wistar Galas
submetido a bandagem da artéria pulmonar (BAP). DOGHRI e colaboradores (2019)
demonstraram que SILD reduziu significativamente a PA e a vasoconstricgdo induzida

por fenilefrina na aorta, em animais alimentados com dieta de cafeteria (hipercaldrica).

SILD reduziu significativamente a PA em ratos tratados com L-NAME restaurando
0s niveis vasculares de GMPc e efeito vasorrelaxante (FERREIRA-MELO et al., 2006;
ROSSONI, 2007). Em ratos com a pressao de perfuséo uterina reduzida (RUPP) os niveis
pressoéricos foram melhorados, provavelmente pelo o aumento nos niveis de GMPc na
medula renal (GEORGE et al., 2013).

BEHR-ROUSSEL e colaboradores (2008) evidenciaram que o SILD reduziu a
elevada PAM induzida por dieta rica em frutose (FFR); com modulacdo da geracdo de
vasoconstritores derivados de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e ciclooxygenases.
No modelo de hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina, o tratamento com SILD diminui
a PA de forma dose dependente, (REHSE et al 1999). Efeitos semelhantes foram
reportados por GUIMARAES e colaboradores (2013) em ratos 2K1C onde sozinho ou
combinado ATV, reduziu a PAS, induzindo efeitos antioxidantes e de melhora na funcao
endotelial. Resultados similares foram obtidos por DABIRE e colaboradores (2020) na
hipertensdo induzida por sorafenibe (inibidor de tirosina quinase), e em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (YAGUAS et al.,, 2010) assim como em ratos
modelo de transplante cardiaco (BOTHA, 2010).

Efeito cardioprotetor do Sildenafil em camundongos

O efeito cardioprotetor do SILD em camundongos foi avaliado em diversas
pesquisas. Em modelo de MI/R, SALLOUM e colaboradores (2003) mostraram seus
efeitos cardioprotetores, com aumento na expressao de eNOS e INOS, mas sem
alteracdo no fluxo coronéario pré e pds-MIl. Os autores observaram atenuagdo da

cardiomiopatia isquémica, atraves da ativacao seletiva do receptor de adenosina 1;
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limitando a necrose e apoptose, preservando a funcdo do VE possivelmente através do
aumento da expresséo de eNOS e INOS, e da relacdo entre moléculas anti-apoptéticas
e pro-apoptoticas Bcel-2/Bax (proteina 2 de linfoma de células B / proteina X associada a
BCL-2, respectivamente); assim como pela ativagdo de uma via dependente de Oxido
nitrico (ON) (SALLOUM et al.,, 2007; 2008). Foi também demonstrado que o SILD
promove cardioprotecdo em camundongos pos Ml, que foi atribuida a preservacao da
fracdo de encurtamento (FS), diminuicdo da hipertrofia, atenuacéo da fibrose e apoptose
cardiaca (CHAU et al., 2011). Os mesmos autores também reportaram aumento dos
niveis de PKG e da razao Bcl-2-/Bax, assim como inibi¢cdo da via RhoA/RhocK (familia
de genes homélogos de Ras, membro A e sua proteina quinase associada,
respectivamente) (CHAU et al., 2011). Em condicbes experimentais semelhantes, a
remodelagem poés- Ml e a disfuncao contrétil foi mitigada pelo SILD, que atenuou a
expressao das proteinas fibréticas MMP2 e MMP9, restabelecendo a atividade da PKG
miocardica e aumentando a expressao e sinalizacao da sirtuina 3 (Sirt 3) (LI et al., 2016).
No mesmo sentido SHALWALA e colaboradores (2014) e WANG e colaboradores (2008)
mostraram um aumento na atividade da sirtuinal (Sirt 1) cardiaca, e da atividade dos
mito-KCa?* e mito-KATP, (canais mitocondriais para o K* ativados pelo célcio e o ATP

respectivamente) como mecanismo contribuinte para a cardioprotecao.

Em camundongos selvagens (WT), mas ndo em knockout para o regulador de
sinalizacdo de proteina G2 (Rgs2-/-), a ativagdo da PKG por SILD suprimiu a hipertrofia
cardiaca, inibindo estimulos acoplados a proteina Gq (PGq). Também melhorou a FE, e
a contracao e relaxamento em Rgs2+/+ com constricdo da aorta (TAC), o que nao foi
observado em Rgs2-/- (TAKIMOTO et al., 2009). O aumento da translocacao da proteina
quinase G la de membrana, dependente de GMPc (PKG 1-a), e do RGS2 apds uma
semana da TAC, medeia os efeitos anti-hipertréficos e cardioprotetores iniciais do SILD.
Neste contexto, BLANTON e colaboradores (2012) mostraram em camundongos WT,
mas nao em LZM (mutantes leucine ziper), que o SILD inibiu a hipertrofia cardiaca
induzida por TAC e a disfuncéo sistélica do VE. As atividades de uma série de vias
reguladas por GMPc e PKGI, incluindo calmodulina quinase Il (CaMll), calcineurina (CN),
quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e proteina cinase B (AKT) nao diferiram

em coragdes oriundos de camundongos LZM + TAC em comparacdo com coragcdes
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WT+TAC. Outros autores também evidenciaram uma diminuicdo na hipertrofia
ventricular em camundongos DOCA+UNx-KKAy , e dos niveis de RNAmM do peptideo
natriurético cerebral (BNP (NIO et al., 2020). Este efeito anti-hipertrofico foi leve na
hipertrofia induzida por ANG Il (PATRUCCO et al., 2014). Em camundongos diabéticos
tratados com SILD foi observado reducdo da apoptose celular cardiaca e da atividade
enzimatica da caspase-3, além de aumento da atividade antioxidante (EBRAHIMI et al.,
2009).

Efeito cardioprotetor do Sildenafil em ratos

O potencial cardioprotetor do SILD em ratos, foi testado em condi¢cdes de MI/R.
Neste contexto, ALANOVA e colaboradores (2014) mostraram reducdo do tamanho do
infarto em ratos expostos a normoxia e hipoxia antes da I/R, resultados estes que foram
corroborados por ZAOBORY e colaboradores (2019), que observaram protecdo da
funcdo mitocondrial e da fungéo contratil do VE. No mesmo estudo, foi observado que o
SILD reduziu os niveis de glutationa oxidada (GSSG) e restaurou parcialmente a
proporcao GSSG/GSH2 (glutationa reduzida), aumentando a relacdo de p- eNOS/eNOS,
juntamente com uma melhoria no equilibrio redox. HADI e colaboradores (2016) por sua
vez, evidenciaram diminuicdo na area infartada, com aumento nos niveis de interleucina
10 (IL-10) cardiaca e de GSH plasmatica, reducéo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) , interleucina 6 (IL-6) , Bax, caspasa 3, troponina cardiaca (cTnT), no grupo tratado
com SILD quando comparado com MI/R + salina. SILD foi capaz de reduzir as areas
de infarto, melhorando as caracteristicas morfolégicas e mecanicas das mitocondrias
(LEE et al., 2014) controlando a apoptose, restaurando os niveis de GMPc , aumentando
0s niveis de nitritos e nitratos (Nox) no plasma (MILANO et al., 2011) e reduzindo a
apoptose de células endoteliais com aumento na densidade capilar na area pré-infartada
(KONERU, 2008).

Segundo KONERU (2008), o SILD levou ao aumento da expressao de mRNA do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e da angiopoietina-1, assim como a
fosforilagcdo/ativacdo de Akt e eNOS. Por outro lado, os parametros de funcionalidade
cardiaca do VE como fracdo de ejecdo (FE) e FS foram aumentados, enquanto o

didmetro interno do ventriculo esquerdo (LVID) foi reduzido. A associacdo de SILD e
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atorvastatina (ATV) aumentou a atividade de cNOS INOS e a expressao de eNOS, p-
eNOS e INOS (ROSANIO., et al., 2006).

Outros estudos com SILD utilizando modelo de MI/R foram menos promissores,
assim, KOLETTIS e colaboradores (2010) mostraram que os efeitos do SILD foram
dependentes da dose e que a contracdo do VE na isquemia tendeu a ser menor apenas
em altas doses, a recuperacao pos-isquémica foi maior em baixas doses. A administracao
cronica de SILD deteriorou a fungéo ventricular esquerda durante a MI/R. Segundo LEE
e colaboradores (2012) ndo houve modificacdo na morfologia macroscoépica do coracao,
nem diferencas no tamanho do infarto em ratos tratados com SILD, porém, o seu efeito
benéfico sobre a hiperinervacédo simpatica e em arritmias foi atribuido a ativacdo dos
canais K-ATP e o aumento do teor de GMPc. De acordo com os resultados de PEREZ e
colaboradores (2007), SILD ndo modifica o tamanho do infarto, mas reduz a hipertrofia
cardiaca e o conteudo de colageno em midcitos ventriculares, aumentando a atividade
da PKG-1 e inibindo significativamente a atividade do trocado Na+/H+ isoforma 1 (NHE-
1) pés- Ml.

O SILD também foi avaliado diversos modelos de doenca cardiovascular em ratos.
Assim, WEN e colaboradores (2020) mostraram que o tratamento com SILD recupera a
disfuncéo cardiaca induzida por queimaduras, diminuindo mais de 90% dos depdésitos de
colageno e normalizando os niveis de expressao mRNA de RhoA, ANP e BNP, colageno
| e lll, do gene que codifica para a actina alfa 2 do musculo liso (ACTA- aSMA); reduzindo
os infiltrados inflamatérios e normalizando os niveis de MDA e de antioxidantes. Por outro
lado, a administracéo de SILD antes de ISO diminuiu a hipertrofia cardiaca e leséo celular
em ratos, aumentando os niveis de GMPc no miocéardio. Neste caso, a integridade da
funcdo da NOS foi essencial para a cardioprote¢cdo mediada por SILD (HASSAN et al.,
2005). O SILD também reduziu a area total da lesdo miocéardica e atenuou a remodelacdo
do masculo liso vascular induzida por L-NAME, isto provavelmente mediado por aumento
nos niveis de GMPc cardiaco e vascular (FERREIRA-MELO et al., 2006). Ademais, que
suprimiu a severidade do infarto cardiaco, reduziu os niveis de IL-18 e TNFa em células
miocardicas de animais que receberam ISO (MAHMOOQOD et al. 2017).
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No modelo de hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina, o tratamento com SILD
diminuiu a hipertrigliceridemia secundaria ao consumo de dieta rica em frutose (REHSE
et al 1999). De igual maneira, reduziu a disfuncdo ventricular e os niveis de creatina
quinase e lactato desidrogenase em ratos pés-MI (ROSSONI, 2007). O pré-
condicionamento com SILD, melhorou a funcdo sistdlica e diastélica no coracao
transplantado (BOTHA., 2010) e a atividade vaso contractil coronariana frente a
fenilefrina (DOGHRI et al., 2019). Por ultimo, o SILD falou em inibir o desenvolvimento
de hipertrofia e falha do VD e da fibrose intersticial em ratos Wistar submetidos a BAP
(ANDERSEN et al., 2013)
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Tabela 2. Efeitos anti-hipertensivo e/ou cardioprotetor do Sildenafil (SILD) em camundongos

Autor Dose de Pardmetros avaliados
Model Sildenafil Tratamento
ano oaelo (sildy/ ) Resultados observados com Sildenafil
Experimental ~ combinado S . =
) Duracéo do Hemodinamica Cardioprotecéo

Pais (amostra total) ~ tratamento

Ebrahimi Camundongos 0,71 mg/kg Apoptose de Grupo DM, reducéo do apoptose e da atividade caspasa-3 e niveis de MDA,

et al., 2009 suigos cardiomidcitos por

. via I.P. ensaio de TUNEL e Aumento das atividades das enzimas CAT, SOD e GSH-Px.
Iré DM por STZ caspasa-3. Avaliagéo de
N = 40 peroxidagdo lipidica e
2 semanas enzimas antioxidantes.
Shalwala, = Camundongos 0,7 mg/kg, IP Langendorff, O Sildenafil reduziu significativamente o tamanho do infarto para 22,3+7,6%
et al.,, 2014 ICR o L (P < 0,001) em comparagdo com o grupo controle. Sildenafil aumentou a
Dose unica Imunoprecipitacao € atividade cardiaca SIRT1 em comparag&do com os controles (P<0,001).
Estados MI/R Western  blot  para
Unidos _ atividade e expressao
N=9 de SIRTL.

Blanton et Camundongos 200 Ecocardiografia., HW/TL  Constricdo da aorta (TAC) induziu disfung&o sistélica e diastélica em LZM. No

al., LZM  (mutacdo mg/kg/dia na (hipertrofia cardiaca) 7°dia, TAC promoveu hipertrofia cardiaca comparada aos controles.

para PKGla) e dieta. Histologia cardiaca.

2012 WT (selvagens). Imunoblotting para SILD { hipertrofia em WT, mas ndo em LZM. No 21° dia, TAC induziu
medicio de PKGI insuficiéncia cardiaca e mortalidade em LZM. FE cardiaca foi atenuada por
comum JNK, fospho- Sild (46,2+5,1% no grupo WT-TAC+ Sild comparado ao grupo WT-TAC

Estados TAC 3 semanas INK, MKK4, fospho- +salina). Sild ndo preservou a FE do VI no grupo LZM -TAC, com redug&o de

. MKK4 e PKGI b 62,6+0,6% no LZM -SHAM para 20,2+2,5% no grupo salina LZM-TAC e

Unidos e ' N : .

N =22 reducdo semelhante a 19,3+2,8% no grupo LZM TAC+ Sild (P=ns salina vs

Sild) .TAC T relagdo HW/TL que é atenuada por Sild; isso ndo ocorre no grupo
LZM-TAC.
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Dias et al., Camundongos 40 mg/kg/dia PAM e FC registrados de Camundongos 2K 1C tratado com Sild apresentou  PAM comparados a 2K
WT e C57BL/6 /V.0. forma invasiva (cateter 1C +salina (125 + 2 vs.112 + 2 mmHg) . Sild abole a taquicardia no grupo
2014 inserido na artériacarotida) (2K1C+ Sildenafil-: 472 £ 15 b.p.m. vs. K 1C+salina: 514 + 7 b.p.m).
gavagem
2K1C 2 semanas
Brasil
N=24-30
Fanhing Camundongos 40 mg/kg/dia PAM e FC registrados de O numero de células endoteliais em animais 2K1C tratados com Sild foi
etal., 2015 C57BL/6J V.0, por forma invasiva (cateter melhorado em comparagdo a 2K1C néo tratados, mas ndo completamente
gavagem inserido na artériacarotida) recuperados quando comparado ao grupo SHAM. A resposta contratil a
Noradrenalina na artéria mesentérica aumentou (56%) em 2K1C e foi
) 2 semanas Reatividade mesentérica e reduzida (18%) no grupo tratado.
Brasil 2K1C citometria  de  fluxo.
N= 18 Estresse oxidativo Sild ¥ TBARS no grupo 2K1C)-
(TBARS) na artéria
mesentérica
Roberts et Camundongos 0,4 mg/kg/d Pletismografia de cauda SILD durante a gestagao baixa a PAS sem afetar o feto.Grupos WT, WT Sild,
al., WT, eNOS-/- em &gua de para registro de PAS e FC. eNOS+/-, eNOS+/- Sild.
. ~ beber
2016 e  hipertensdo Reatividade vascular de T PAS foi observado em eNOS+/- e foi 4 com Sild; ndo ha diferenca no grupo
eNOS+/-. 3 semanas artérias carotidas. WT tratado ou ndo com Sild. Fetos foram menores no grupo de camundongos
prenhes eNOS+/- . O tratamento com Sild melhorou a resposta de
Estados relaxamento da carétida nos camundongos eNOS+/- Entretanto, nenhuma
Unidos N= 33 modificacéo foi observada no grupo WT tratado com Sild. Sild { PAS,
Terescimento fetal e modula a reatividade
Salloum Camundongos 0,71 mg/kg, DPCPX Langendorff  Sild : Reduziu a area infartada em C57BL, mas ndo em A; AR-KO. O
etal., IP. (antagonista (isquemia global antagonista DPCPX bloqueou o efeito do Sild em reduzir o infarto. Nao ha
C57BL do receptor reperfuséo 1h) diferenca nos camundongos controles e tratados com DPCPX ou veiculo.
2007 Al)
Camundongos 0,1mg/kg,IP Cardiomidcitos A cardioprotecéo foi abolida pelo antagonista do receptor Al e pela delecéo

A; AR-KO

genética de A1AR. A ativagdo de Al AR é fundamental na cardioprotegdo
promovida pelo Sild.
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Estados MI/R 4 semanas
Unidos
N= 48
Salloum Camundongos 0,7 mgs, IP, L-NAME TéCNica Langendorff. Sildenafil aumento significativamente iINOS pés- infarto versus controle.
etal., ICR 15mg/kg, IP ) ] Apoptose diminuiu de 2,4 +/- 0,3% com salina para 1,2 +/- 0,1% com Sildenafil
Ecocardiografia. no dia 7 e de 2,0 +/- 0,2% para 1,2 +/- 0,1% no dia 28, que foi associado a um
2008 MI/R Medica . aumento precoce na relacdo Bcl-2-Bax. O LVEDD aumentou do valor da linha
edicio  de INOS, de base de 3,6 +/- 0,1 para 5,2 +/- 0,2 e para 5,5 +/- 0,1 mm nos dias 7 e 28,
ENOS e Bcl-2 e Bax por . . .
L-NAME Western blot. respectivamente, com salina, mas foi .atenuad‘o para 4,4 +/- 0,2 e 4,4 +/- 0,1
Estados mm apds o tratamento de Sildenafil nos dias 7 e 28, respectivamente.
Unidos N= 110 4 semanas Hipertréfico  cardiaco: Sildenafil melhorou A FS significativamente pés-isquemia e observou-se
relagdo HW/BW declinio acentuado da hipertrofia cardiaca e no tamanho do infarto (40,0 +/-
4,6%) em comparagao com salina (69,6 +/- 4,1%)
Salloum Camundongos 0,7mglkg IP, 1400 W (10 Isquemia global 20 mine O pré-tratamento com Sild (24h antes da I-R) | o tamanho do infarto (6,9
etal., ICR 24 horas pré- mg/kg IP) reperfusdo 30 min, +1,2%) vs. grupo controle (salina) (27,6 +3,3%, P<0,05) Sild aumentoua
Isquemia- tamanho do infarto, expressdo de iNOS e eNOS mRNA. Os niveis dessa transcri¢do voltaram ao
2003 Reperfusao funcdo contractil e fluxo normal 7 horas depois
MIR coronariano L . . . ) _— .
Protecéo induzida por Sild foi abolida pelo inbidor de INOS 1400W (tamanho
Estados Dose dni Dose (nica iNO_S e eNOS foram infarto 23,7 + 2,8% versus Sildenafil).
Unidos 0Sé unica medidas por Western
N= 28 bot e RT-PCR apos

tratamento
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Lietal., Camundongos 21 mg/kg IP, Ecocardiografiano 7° e A expressao elevada da proteina PDE5a em corag6es pos-infartos foi inibida
C57BL/6 BID 28° dia pelo tratamento de Sild. A insuficiéncia cardiaca pos-infarto suprimiu a
2016 atividade da PKG do miocardio, o que foi abolido pelo tratamento com Sild
MI/R Cardiomiécitos durante 4 semanas.
China N=15 lsolamento mitocondria Sild reduziu significativamente a deposicéo de colageno pés-infarto e reverteu
a hipertrofia cardiaca. Camundongos com MI apresentaram aumento da
do coragéo cavidade do ventriculo esquerdo e comprometimento da funcéo cardiaca,
reducdo da fracdo de ejecdo. Estes pardmetros foram preservados
Apoptose (TéCNica parcialmente por Sild. Tcolageno em camundongos MI foi reduzido pelo
TUNEL) tratamento com Sild. A remodelagem poés-infarto regulou para cima os
marcadores de proteinas fibréticas MMP2 e MMP9 e foi atenuada por Sild. A
Western blot. desordem da ultraestrutura da mitocondria é mlorada por Sild.T Sirt 3
Patrucco Camundongos 400 mg/L ANG Il 2 A pressdo arterial foi Ecocardiografia Camundongos BRM desenvolveram a mesma hipertrofia que os controles WT
etal 2014 cGKIBepBRMe (0,6 mM) em mg/kg. monitorada antes e durante guando submetidos a constricdo da aorta toracica ou infuséo de isoproterenol.
WT. Agua de infusdo o tratamento de ANG Il Relagdo HW/BW Camundongos controle BRM e WT (Ctr) da mesma ninhada com infuséo de
bebida. continua utilizando telemetria angiotensina Il (All) (7 d; 2 mg - kg/d para induzir hipertrofia. Ambos os
gendtipos desenvolveram hipertrofia cardiaca, que foi mais pronunciada em
Alemanha  Hipertrofia RT-PCR para medir a gnimais Ctr. O tamanho dos ce}rQiomiécitos e afibrose intersticial aumentaram
cardiaca por transcricdo  de  varios igualmente em ambos os genotipos.
ANG I . ggnes _assquados a Coadministracdo de Sild durante a infusdo de ANG Il nado teve efeito em
7 dias hipertrofia e fibrose L . e
camundongos BRM e apenas reduziu ligeiramente a resposta hipertréfica em
camundongos WT.
N= 40
7 dias Os niveis de mRNA da ANP foram igualmente aumentados em ambos os

genotipos por ANG I, e esse aumento foi mantido na presenca de Sildenafil.

CTGF, TGF-B, Fn1 e colageno 1 apresentaram aumento significativo tanto
nos coragbes WT quanto BRM. O tratamento de Sildenafil reduziu esse
aumento em WT, mas ndo em camundongos BRM
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Chau et Camundongo 21 mgl/kg, IP, KT-5823 Pletismografia de cauda Ecocardiografia Sild aumentou significativamente a FS nos dias 7 e 28 pés-MI. Tanto LVEDD
al., ICR BID. (Amgl/kg, IP,  para registro de PAS e FC guanto LVESD foram aumentados em camundongos tratados com salina em
. BID) em animais anestesiados.  Hipertrofia cardiaca  comparagéo aos tratados com Sild indicando dilatacéo cardiaca. Além disso,
2011 M '(o.clusao d'a. L HW/TL o AWDT foi maior em animais tratados com Sild versus tratados salina no dia
Zref(r:fn((:j(;r:tr;ana 25 dias Hemodinamica Atividade PKG e Rho 28 pos-IM. PAS, PAD foi reduz.iQa no grupo tratad9 com SILD em 1 h pos-
. tratamento no 7°dia p6s- IM. Atividade da PKG cardiaca foi aumentada (2,93
Estados esquerda) quinase + 0,42, P < 0,05) vs salina (1,20 +0,27) 1 dia pés-tratamento com SILD.
Unidos N=113 Foi determinada a Fibrose foi reduzida nos animais tratados com SILD ou com Fasudil no 28°
fibrose e apoptose. dia. Assim como a velocidade de apoptose (2,8 + 0,7 Sild vs. 7,9 +1,4 salina).
Este estudo, demonstra que o SILD, quando administrado 3 dias apés o IM,
Western blot., para Bcl-  limita a progressdo da IC. A inibicdo da via RhoA / Rho-quinase media a
2-to-Bax, PKG ex . cardioprotec¢ao induzida por SILD e a restrigdo da IC.
Wang et Camundongos (0,71 mg/kg, A taxa de fluxo O tamanho do infarto foi reduzido de (25,8+5,7%) no grupo controle para (
al, ICR IP.) coronariano foi medida 11,0+1,2% ) em tratado com Sild
pela coleta—do efluente
MI/R coronario. Sild pés MI/R: coragBes tendem a ter uma melhor recuperacgéo funcional
n (indicada pela taxa pés-isquémica -forga produto) em comparagdo com 0s
2008 N=14 Doses Unica Mitocéndrias foram controles, embora sem significancia estatistica.
24 h pre- e e o Pore O pré-trat to Sild na t &0 mitokCa-B1 trol
VIR andlise proteica por pré-tratamento Sild ndo aumentou a expresséo mitoKCa-f1 vs controle.
Estados Western blot. A
Unidos expressdo de mito KCa-
B1 foi avaliada por
quimioluminiscéncia.
Takimoto ~ Camundongos 200 mg/kg/d PAM e FC registrados de Ecocardiografia. Sild reduziu a hipertrofia cardiaca e melhorou a FS, em camundongos
Rgs2-/- misturados forma invasiva (cateter controles mas néo teve efeito sobre essas propriedades em coragbes Rgs2-
etal, Rgs2+/+ em inserido na artériacarétida) Westem blot., RT-PCRe /. TAC. Também melhorou a contrago e relaxamento em Rgs2+/+ expostos
2009 C57BL/6. alimentos andlise IMUNo- a0 TAC, 0 que n&o foi observado em camundongos Rgs2—/-.
histoquimica do tecido
TAC cardiaco. A ativagdo de enzimas ligadas a Gq (CN, CaMKIl e ERK1/2), foi amenizada
N= 28 por Sild em coragdes Rgs2+/+ TAC, mas ndo em coragdes de Rgs2—/- TAC
Estados O tratamento de Sild aumentou a transloca¢éo de membrana de PKG 1-a e
Unidos RGS2 ap6s 1 semana de TAC. Em células Rgs2-/- , a localiza¢é@o basal PKG-

1a foi semelhante a células Rgs2+/+
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Nio

2020

Japéo

Camundongos 30
C57BL/6J € mg/kg/dia
KKAYy.

PAS e FC foram medidos
por pletismografia.

Hipertrofia cardiaca
HWITL

Sild reduziu a PAS de camundongos DOCA sal + UNx-KKAy

Sild reduz significativamente o peso do VI em camundongos DOCA +UNx-

VO. Avaliagao de NT- KKAy vs UNx-KKAy +DOCA salina e suprimiu significativamente os niveis
proBNP plasméatico de mRNA de BNP ventricular, bem como os de NT-proBNP, em DOCA sal
DOCA sal + UNx usando vs UNx-KKAy DOCA = salina.
KKAy modelo kit de imunoensaio
N= 18 3 semanas enzimético (EIA)

Fonte: o autor (2021).

1400 W: inibidor seletivo de iNOS; 2KIC: 2-rins  1l-clipe (hipertensédo renovascular); ANG |l: Angiotensina |1l BPM: batimentos por minuto;
DM: diabetes Mellitus;Bax :bcl2 proteina X associada; C57BL6: camundongo black-C57; CaMKII: proteina quinase dependente de calcio / calmodulina IlI; Caspase-3: cisteina &cido
aspartico-protease 3; CAT: catalasa ; cGKIB : animais de resgate de musculo liso cGKIB; CN: calcineurina ; CTGF : Fator de crescimento de tecido conectivo; ; FE: fracdo de de ejecao;
FS: fracdo de encurtamento; eNOS-/-: camundongos knockout para éxido nitrico sintase endotelial; eNOS: 6xido nitrico sintase endotelial; ERK 1/2 : Anti-phospho-MAP Kinase %;
FC: frequéncia cardiaca; Fn1l: fibronectina 1; GSH-Px :glutationa: peroxidasa; ; HW / BW: peso do coragéo/peso corporal ; HW/TL: peso cardiaco/comprimento da tibia; ICR: Instituto
de Pesquisa do Cancer ; I/R : isquemia e reperfusdo; iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel. ; I.P.: intraperitoneal ; KT 5823: inibidor seletivo da proteina quinase G; LMZ : leucine zipper
mutante; L-NAME: L-NG-Nitro arginina metil- éster: um inibidor da 6xido nitrico sintase ; LVEDD : Diametro diastdlico final do VI; ; LVESD: Diametro sistélico final do VI; MDA:
malonaldeido; ; MI/R: isquemia miocéardica e reperfusdo., MI: isquemia miocéardica ; Mito Kca** : canal de potassio mitocondrial ativado por célcio; NE: Norepinefrina; PAM: pressdo
arterial media ; PHE: Fenilefrina ; RSG2 : Regulador de sinalizagéo de proteina G 2; RT- PCR: reacdo de amplificagdo em tempo real; SOD: superéxido dismutase ; STZ: streptozotocina;
TAC:constricgdo da aorta; TBARS: ensaio de espécies reativas de acido tiobarbitarico ; TGF-B: Fator de crescimento transformador §3; VI : ventriculo esquerdo; VO: via oral ; WT: tipo
salvagem.
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Tabela 3. Efeitos anti-hipertensivo e/ou cardioprotetor do Sildenafil (SILD) em ratos modelo de isquemia e reperfuséo cardiaca

(MI/R)
Autor Parametros avaliados Resultados
g Dose de
pais .
Animal/Modelo  gjigenafil Dose de . ) B
ano experimental (sild) / terapia Hemodinamica Cardioprotegéo
N total Duragéo de combinada
tratamento
Alanovaet al., Ratos Wistar 0,7 mg/kg/ Molsidomina PAM e FC registrados Histologia (coloragéo com Sild reduziu o tamanho do infarto do miocardio em ratos
v, pre- de forma invasiva permanganato de potassio e normdxicos e efeito protetor em comparagéo com os controles. O
isquemia. (10 mg/kg) (cateter inserido na 2,3,5 trifeniletrazolium). tamanho do infarto em ratos CH tratados com Molsidomina ou
2014 MI/R exposto a artéria cardtida) Sildenafil ndo difere dos a,nl.ma|s ngrrpquos tratad?s. Sild redgz
Lo a PAM nos grupos norméxico e hipéxicos, mas ndo teve efeito
hipéxia (CH)
duradouro.
N= 40
Dose Unica
Republica
Tcheca
Zaoboryj et al., Ratos WT e 0,7 mgkg, Langendorff. Foi  avaliado: Sild reduziu o tamanho do infarto no grupo WT, mas néo no grupo
DN-Trx1 IP. tamanho do infarto, consumo de Trx. Reduziu os niveis de GSSG tanto em WT quanto em DN-
2019 (tran‘sgénlco oxigénio mitocondrial, niveis de Trx1. A razdo GSSG/GSH2 foi parcialmente restaurada por Sild
dom'”_ame glutationa e atividade trxl aumentou o p-eNOS/eNOS tanto em WT (14%, ) quanto em DN-
negativo) L (Tioredoxina) Trx ratos. (35%, ).
Dose Gnica
Argentina MI/R

N= 25
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Lee et al., Ratos Wistar 100mg/kg/d Glibenclamid PAM e FC registrados Distribuicdo e quantificagdo de Sild ndo modificou a morfologia macroscépica do coracdo em
VO por a de forma invasiva fibras nervosas simpaticas por ratos Sham. Hemodindmica e tamanho infarto séo similares entre
2012 gavagem ] (cateter inserido na imuno-histoquimica. os grupos infartados
MIR BID. 4mg/kgldia artéria carétida) em ) o o o
VO gavagem  rato acordado Western bot. Sildenafil diminuiu a hiper-inervagéo simpética vs ratos controles
Tatwan N= 40 BID. (0,12 + 0,08% vs. 0,56+ 0,17%)
4 semanas 4 sem. Niveis de GMPc (pmol/g) aumentou com Sildenafil (7,18 + 0,59)
vs grupo infartado + salina (5,12 + 0,62) . Glibenclamida n&o
modificou os niveis de GMPc
Hadi et al., Ratos albinos 0,7 mglkyg Determinacdo de cTnT, MDA e O grupo MI/R tratado com Sild reduziu os niveis de (TNF-q, IL-
pre- LAD. GSH plasmaético. 6, Bax, Caspasa 3, cTnT, MDA) em comparagdo com 0 grupo
2016 MI/R + salina.
Medicéo de TNF-q, IL-6, IL-10,
MI/R o Caspasa 3 e Bax por ELISA. Sild diminui a leséo do tecido cardiaco em MI/R E produz uma
Dose unica elevacéo de IL-10 cardiaca e de GSH plasmatico.
Iraque Histopatologia do miocardio.
N=28
Perez Ratos Wistar 100 mg /kg/ PA e FC foi medida Ecocardiografia. Sild ndo modificou a PAM, a presséo sistélica ou a pressédo
em agua de por pletismografia e diastolica final do VI (MI: 40+ 10% e MI+ Sildenafil: 31+7%).
2007 beber por medida direta. Histologia de cardiomidcitos
Sild reduziu a hipertrofia cardiaca: (3,30+ 0,20 Ml,; 2,85 + 0,04
M Expressdo do BNP por RT-PCR | + Sild; Sham+ Sildenafil 2,36 + 0,04 (Ml vs MI + Sild ¢ Sham
] _ e atividade de NHE-1 VI por . gig),
Argentina N=15 6 semanas imunoblot.

Determinagdo da PKG-1, pHi em
musculos papilares isolados do
VI.

Sild diminuiu o contetdo de colageno em midcito ventriculares
no grupo MI. Aumentou a atividade do PKG-1 ap6s Ml (Ml 4,85 £
0,29 1,62 + 0,10 IM+ Sild 6,73+ 0,41* 1,86+ 0,30) em VI.
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Lee et al., Ratos 0,75 mg/kg, Alteracdes morfolégicas e Sild reduziu as éareas de infarto (7,8 £ 3,9% vs 20,4+7,0% nos
Sprague- IP. mecanicas nas mitocondrias grupos MI/R tratados e néo tratados com Sild, respectivamente;
2014 Dawley foram analisadas pela AFM. reducdo relativa de 62% ).
) A pureza das mitocondrias Sild pre- MI/R reduziu as areas mitocondriais (7428 + 3682 nm?;
- Dose unica isoladas foi confirmada por reducao relativa de 69,2% em relagdo ao grupo MI/R) e amenizou
Coréia MI/R ~ . ) .
Western blot. a forca de adeséo das superficies mitocondriais.
N=25
Koneru Ratos 0,7 mg/kg/IV Ecocardiografia. Determinacdo O tamanho do infarto foi reduzido para 20% no grupo MI/R + Sild
Sprague- 30 min. de LVdp/dtmax em comparacdo com o MI/R controle (39%). Sild reduziu a
2008 Dawley apoptose de cardiomiécitos e célula endotelial e aumentou a
Pré- Imunohistoquimica com ensaio  gensidade capilar na area pré-infarto.
isquemia TUNEL (para medicdo de
MI/R apoptose). Sild aumentou a expressdo de VEGF e ANG-1 mRNA e a
) fosforilagc@o/ativacdo de Akt e eNOS; Nivel Trx-1 e expressédo
N= 24 Unica dose ST'PCR e Western blot detecido  yEGF — Bel-2 quando comparado ao controle
o VL.
Estados Unidos FE e FS de VI foi aumentado no grupo Sild em comparagdo com
o grupo controle e LVID foi reduzido no grupo tratado de Sild
Rosanio Ratos (A) Sild0,7 Atorvastatina PAM e FC registrados Testes de imunoblotting e O pré-tratamento de 3 dias com ATV 10 mg / kg / d (oral)., mas
mg/kg, e (ATV,1mg/kg de forma invasiva atividade enzimatica do tecido ndocom 1 mg/kg/d, reduziu o tamanho do infarto.
etal, MI/R (cateter inserido na cardiaco
2006 (B) 1 mg/kg. artéria car6tida) em Sild { a area infartada: (B) (11 + 2%), Sild (A) (18 + 2%) e ATV-
ATV (10 tat0 acordado (A) + Sildenafil (A) (9 + 1%) em comparagdo com os controles (34
18h, 1P mg/kg, v.0) +3%: P < 0,001). Sild LPAM
Estados Unidos Dose dnica 1400w A combinag&o de Sild e ATV 1 a atividade de CNOS iNOS e a
(Img/kg/ IV expressdo de eNOS, P-eNOS e iNOS. A INOS medeia o efeito

cardioprotetor, que foi suprimido pelo inibidor especifico de iNOs
(1400W).

ATV 1mg / kg / d oral ndo alterou as concentragc@es totais de
eNOS ou P-Enos
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Milano et al., Ratos 1,4 IntReox Expresséo de eNOS efosforilado  Sild { hipertrofia e reduziu o tamanho do infarto para 40,662,6%
2011 Sprague- mg/kg/dia, IP (P)-eNOS por Western blot. da area de risco
Dawley
Determinacéo de Akt e P-Akt Sild controlou a apoptose induzida por hipdxia, e restaurou o nivel
s . de GMPc.
Arabia Saudita 15 dias GMPc medido usando um kit de
MI/R imunoensaio. A atividade Sijld T NOx . A combinagé&o de Sildenafil com IntReox potencializa
expostos caspase-3 f0_i a\fa!iada p?|0 kitd.e 0o aumento da NOx (P =0,001 vs. Sildenafil). Ambos os
hipéxia ensaio colorimeétrico. 'Hlpertrofla tratamentos levaram a elevacé@o do P-Akt sem efeito sinérgico.
do VE e tamanho do infarto (IS)
N= 97 foi avaliado como (VD/[VI+IS]).
Kolettis Ratos Wistar Tratamento Langendorff. LVDP foi medido A contragdo na isquemia tendeu a ser menor ap6s Sild em alta
agudo: como um indice de fungdo dose. Comparado com controles (62,9 + 2,0% da pressédo
sistélica VE desenvolvida na linha de base), a recuperagao pos-isquémica foi
2010 MI/R 0,70ula4 maior apos baixa dose (75,1 + 2,4%), inalterada apds alta dose
mg/kg, IP A hipercontra(;’ég foi definida (691 + 2,1%), reduzida (42,9 + 4,5%) ap6s administrag&o
Dose tnica como o valor maximo da presséo  ¢rgnica de Sild . Em comparag&o com os controles (71,8 + 3,9
_ diastdlica VE mmHg), a hipercontratag&o foi maior ap6s administragdo cronica
Grécia N= 36 Tratamento de Sild (89,5 + 4,1 mmHg), mas foram similares apés a dose
crénico: baixas (65,7 + 3,3 mmHg) ou dose alta (67,1 + 4,7 mmHg, P =
0,43).
0,7 mg/kg
Sild, IP, BID.
3 semanas

Fonte: o autor (2021).

ACTA: gene que codifica para alfa actina; AMF: microscopia de for¢a atdmica; AMPc: adenosina monofosfato ciclico; ANP: peptideo natriurético atrial ATV: Atorvastatina; BAP:
constriccdo ou estenose da artéria pulmonar; BAX :bcl2 proteina X associada; BAY: estimulador de guanilato cyclase (BAY 41-2272) ; Bcl-2: proteina de linfoma de células B: BID:
duas vezes no dia BNP: peptideo natriurético cerebral; Caspase-3: cisteina acido aspartico-protease 3; CCRC: curvas cumulativas de concentrag@o-resposta; CH: hipdxia cronica;
cTnT: Troponina cardiaca T; DHE: dihidroeidium; DN-Trx1: dominante negativo DN-Trx1: mutante de Trx1; DOCA: deoxicorticosterona acetato ; EF: Encurtamento fracionario; eNOS:
oxido nitrico sintetase, FC: frequéncia cardiaca ; FE: fragdo de eje¢do; FS: fracdo de encurtamento; Glib: glibenclamida GMPc: monofosfato de guanosina ciclica; GSSG: niveis
oxidados de glutationa; IL-10 : interleucina 10; IL-6: interleucina; IntReox: reoxigenacéo intermitente; IP: intraperitoneal; 1SO: Isoproterenol; L-NAME: inibidor de 6xido nitrico (NO)
sintetase : N omega-nitro-L-arginina; LVdp/dtmax: valores maximos da primeira derivado da pressado ventricular esquerda; LVEDD : Diametro diastélico final V|I;LVESD: Diametro
sistélico final d VI; MI/R: isquemia e reperfuséo cardiaca; MI: infarto do miocardio; Molsidomina: (N-etoxycarbonyl-3-(4-morpholinyl)-sydnonimine), ON doador; NHE-1: antiporter 1 de
sédio-hidrogénio NT-proBNP : 76 aminoacidos Fragmento terminal N do BNP ; PAM: presséao arterial média pHi: pH intracelular; RhoA: membro da familia Ras homélogo A; RUPP:
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reducdo da presséo de perfusdo uterina; RVW/TL: Relagdo peso-ventriculo direito-comprimento da tibia; SIRT1: sirtuina 1; TAPSE: excurséo sistélica do plano anular trictsplico; TGF-
B: fator de crescimento transformador 3; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TPVR: resisténcia vascular periférica total; TUNEL: marcagao terminal por desoxinucleotidil transferase
dUTP; VD: ventriculo direito: (VD/[VI+IS]): (ventriculo dereito/]ventriculo esquerdo + tamanho da zona infarta)]); VEGF:fator de crescimento endotelial VI: via intravenosa;VO: via oral.

Tabela 4. Efeitos anti-hipertensivo e/ou cardioprotetor do Sildenafil (SILD) em ratos (diversos modelos de doenca cardiovascular)

Autor Paradmetros avaliados Resultados
pais DF)se . de
Modelo Sildenafil Dose  de Hemodinamica Cardioprotegéo
ano experimental  (Sild)/ terapia
/ N total duracgéo do combinada
tratamento
Andersen et Ratos Wistar 100 mg/kg BAY 41 PAM e FC registrados Ecocardiografia. Sild ndo inibiu hipertrofia do VD e o desenvolvimento da fibrose intersticial.
al., 2013 Galas . em dguade 22272 (10 de forma invasiva Histologia e medida A presséo sistélica do VD foi aumentada nos ratos que recebem BAY
beber mg/kg) / em (cateter inserido na de tamanho do VD (estimulador de guanilato ciclase) e BAY + Sildenafil. O TAPSE néo foi
agua de artéria cardétida) (RVWI/TL). substituido por qualquer tratamento comparado com os controles. A PAM foi
. BAP beber. Determinagdo  de rebaixada no grupo BAY + Sildenafil; e aumentados os niveis de GMPc.
Dinamarca
GMPc.
4 semanas
N =69
Wen et al., Ratos 2 mg/kg/IP Ecocardiografia. Sild aliviou mais de 90% dos depdsitos de colageno apds a queimadura;
Sprague Histologia, expresséo normalizou os niveis de expressdo mRNA dos genes RhoA ANP e BNP,
2020 genética, estresse  colageno | e lll, ACTA(aSMA); reduziu os infiltrados inflamatérios e normalizou
Dawley L oxidativo e niveis niveis de MDA (73,33%), e de antioxidantes.
Dose unica s
Mi pés- antioxidantes e de
Estados Unidos  queimadura GMPc em  tecido
cardiaco.

N =36
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Doghri et al., SHR 5mg/kg VO Medig&o de PA por Langendorff; Sild reduziu significativamente a PA, o inotropismo cardiaca e melhorou a
) por gavagem Pletismografia reatividade vascular; vasodilatacdo coronariana no grupo de dieta de cafeteria e restaurou a
2019 Dieta . determinacéo de contratilidade cardiaca. Os niveis de GMPc ndo apresentaram diferenga entre
cafeteria GMPc em anéis  os grupos. Curva resposta concentragéo cumulativa (CCRC) para fenilefrina
aorticos kit de ensaio , ho grupo de dieta hipercaldrica, tratado com Sild foi significativamente
10 semanas . NP . .
Franca imunoenzimatico. deslocado para a direita quando comparado aos controles. Sild reduz o ganho
N =32 Espectrofotometria de peso, melhora a vasodilatacdo coronariana e reduziu a vasocontriccao
induzida por fenilefrina
George et al., Ratos Sprague  45mg/kg PAM e FC direta foram Em resposta a RPPU a, PAM no 19 dia gestacional (GD19) aumentou (100+
2013 Dawley registrados em ratos 1,6 vs. 132 +2,7 mmHg)
agua  de acordados
Estados Unidos ~ RUPP (modelo  beber Sild ndo teve efeito na PAM nos ratos controle, mas diminuiu a pressdo em
de ) pré- ratos RUPP (115 + 1 mmHg). O procedimento RPPU n&o diminuiu a massa
eclampsia) 3 semanas placentaria em comparag&o com o grupo de controle.
N=40 Sild aumentou a massa placentaria nos animais controle,
mas nao alterou o peso da placenta em RPPU.
Hassan et al., Ratos 0,7 Niveis de troponina Coeficiente cardiaco: Grupo ISO (5,27 + 0,17**) Grupo Sildenafil + ISO (3,75
albinos mg/kg/dia IP.  (5mg/kg/dia cardiaca e GMPc + 0,48%) . GMPc: Grupo ISO (4,12 + 1,36**) Grupo I1SO+ Sildenafil (10,51 +
2005 foram medidos por 3,05%**)
Modelo ELISA.
hipertrofia _ CK: Grupo Sildenafil (5,80 + 1,02**)Grupo Sildenafil + ISO + L-NAME (3,47 +
Eaito induzida por 10 dias Hipertrofia  cardiaca: 0,37%). cTnT: Grupo ISO (6,50 + 1,29**) Grupo Sildenafil + 1SO (3,71 % 1,16**)
9 ISO L-NAME relacsio HW/BW. Grupo Sildenafil (0,75 + 0,28*) Grupo Sildenafil+ ISO + L-NAME (6,34 + 1,14**
na
N= 54 de Atividade de creatina

(CK) por
espectrofotometria.
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Ferreira-Melo et Ratos Wistar 45 mg/kg/dia L-NAME (20  PA foi medida por Tamanho cardiaco:  No grupo com hipertenséo induzida por L-NAME, a PAM é reduzida pelo
al., na agua de mg/rato/dia) pletismografia e relacdo HW/BW. tratamento com Sild. O débito cardiaco ndo é alterado pelo Sild. Mas, quando
beber. na agua de parametros ] ] L-NAME é associado, o débito € aumentado, embora continue mais baixo que
beber hemodinamicos por Histologia ~ de VI g controle. A TPVR foi aumentada nos grupos L-NAME e Sidl +L-NAME em
L-NAME + ) : hematoxili . B :
2006 medida direta (cateter (hematoxilina-eosina).  comparagdo com o grupo tratado com Sild.
sild 8semanas g artéria carétida). - o
8 semanas As lesbes do mloc’ardlo Sild sozinho ndo teve efeito significativo na area da lesdo cardiaca em
Sonda transbnica de avalladfels. por método  comparag&o com o grupo controle.
Brasil medidor de fluxo foi esteroldgico.
N =60 colocada na  aorta O Sild atenuou o aumento do didmetro do cardiomiécitos causado por L-AME
ascendente. e, reduziu ligeiramente a espessura do musculo liso vascular em comparagéo
com ratos controle. Sild aumentou os niveis de GMP ( vs grupo controle).
Dabiré et al., Ratos 3 mg/kg/d PAS medida por Sild aboliu o efeito hipertensivo do Sorafenib com valores normalizados de
Wistar pletismografia. PAS.
2020 gavagem
Sorafenibe
Franca 4 semanas
N=12
Mahmood et al. Ratos 10 mg/kgVO ISO (150 --- Histologia e imuno- 1SO induziu mudangas histologicas significativas e aumento em TNF alfa e IL
2017 Wistar gavagem. mg/kg, SC.) histoquimica do tecido f, o que foi diminuido pelo pré-tratamento com Sild
cardiaco
Iraque ISO 21 dias
N= 36
Behr-Roussel et Ratos Wistar 20 mg/kg, Monitoramento PA e FC  Triglicerideos No modelo de hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina, o tratamento com
al., ] SC /BID 2 x por radiotelemetria. ] Sild diminuiu a hipertriglicemia secundaria ao consumo de dieta rica em
Dieta dia foram  determinados  frytose . A PA no é modificada pela dieta.
2008 isocaldrica por método
enriquecida 3 semanas colorimétrico
Franca em frutose enzimatico
N=24
Yaguas et al., SHR 25 PAS foi medida por Sild reduziu a PAS (175,7 £ 2,77 SHR vs 149,0 + 3,75 SHR + Sild ) e
mg/kg/dia, pletismografia e por melhorou a fungé@o endotelial.
2010 e WKY .

medida direta.
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VO por Fungéo endotelial
gavagem avaliada em aorta:
Venezuela N=20 CCRC para PHE e Ach.
6 meses
Rehse et al 1999 SHR. 30 mg/kg, Molsidomina  PA foi medida por Sild diminui a PA de forma dose dependente. Sild sozinho (10 mg/kg) reduz
Trombose a VO (5 mg/kg) pletismografia a PA cerca de 6% o efeito combinado parece ser aditivo. RE 2047 sozinho
Alemanha laser n&o reduz a PA. A combinac&o de cada farmaco 5mg/kg reduz a PA (efeito
Dose Gnica RE 2047 (5e aditivo)
N= 30 10 mg/kg
Rossoni Ratos Wistar 0,37; L-NAME PAS e FC foram GMPc e AMPc por Sild diminuiu a PAS em todas doses utilizadas e aumentou GMPc (99 + 13)
0,75;1,5mg/k (35-40 medidos por ELISA e AMPc (707 + 0) em 2,4 vezes e 1,8 vezes respectivamente, sobre o grupo
2007 g/dia por mg/kg/dia, pletismografia. ) _ controle correspondente. Sild , reduziu o efeito vasopressor da ANG Il em
L-NAME gavagem Isquemia e reperfusdo 469, (P<0,05 em comparagéo com os controles).
por em coragdo isolado:
ltalia 4 semanas  gavagem) CPP e LVP foram Em ratos L-NAME, Sild diminuiu o dano de isquemia-reperfuséo e a
medidos guantidade de CK e LDH foi significativamente reduzida. Sild melhorou o
N= 72 4 semanas relaxamento dos anéis de aorta & Ach.
Reatividade coronaria
frente ANG Il foi
avaliada
As atividades de CK e
LDH foi por
espectrofotométrica.
Botha Ratos Wistar 0,7;0,05 Andlise da funcdo Sild reduziu PAM 6 + 2% no doador e melhorou significativamente a fungédo
mg/kg/IV. sistolica foiassegurada  sistdlica e diastdlica p6s-dose no coragdo transplantado retornando aos
2010 pela pressdo valores basais 5 min pés-dose.
Transplante :;;ncul:r dFt’e/Z?uerd:r Apoptose mio-celular ndo foi alterada pelo pré-condicionamento com Sild.
_ _ cardiaco Unica dose : P
Reino Unido. TAC ngentos no VEI:E: Sild  diminuiu significativamente a liberagéo de troponina na isquemia

IIR

prolongada.-N&o houve alteracéo na atividade de PKG 30 min apda Sild (0,7
mg/kg)




102

N=40

intraventricular até 30
mmHg.

Concentracdes
proteicas de VI por
Western blot e

Imuno-histoquimica

cTnl  plasmético por
ELISA

2013

Brasil

Guimardes et al Ratos Wistar  45mg/kg ATV PAS por pletismografia. O tratamento de ratos 2K1C com ATV, Sild, ou ambos induzem efeitos anti-
50mg/kg/ hipertensivos semelhantes; reduzem a produgdo vascular de ROS e a
Dia VO, por Teor de itrito  por atividade oxidase da NADPH em ratos hipertensos 2KIC. Niveis altos de
2KIC gavagem dia, por quimioluminescéncia nitrotirosina vascular foram encontrados em ratos 2K1C e foram atenuados
gavagem o por AVT e Sild.
_ Reatividade vascular de
N=56-80 8 semanas  aorta toracica. DHE para
8 semanas avaliar ROS.

Fonte: o autor (2021).

ACTA: é um gene que codifica para alfa actina; AMF: microscopia da forga atbmica; AMPc: adenosina monofosfato ciclico; ANP: peptideo natriurético atrial ATV: Atorvastatina; BAP:
bandagem da artéria pulmonar; BAX :bcl2 proteina X associada; BAY: estimulador de gaunilato cyclase (BAY 41-2272) ; Bcl-2: proteina de linfoma de células B: BID: dois vezes no
dia BNP: peptideo natriurético cerebral; Caspase-3: cisteina acido aspartico-protease 3; CCRC: curvas cumulativas de concentracéo-resposta; CH: hipdxia cronica; cTnT: Troponina
cardiaca T; DHE: dihidroeidium; DN-Trx1: dominante negativo DN-Trx1: mutante de Trx1; DOCA: deoxycorticosterona acetato ; EF: Encurtamento fracionério; eNOS: oxido nitrico
sintetase, FC: frequéncia cardiaca ; Glib: glibenclamida GMPc: monofosfato de guanosina ciclica; GSSG: niveis oxidados de glutationa; IL-10 : interleucina 10; IL-6: interleucina;
IntReox: reoxigenagdo intermitente; IP: intraperitoneal; I/R: isquemia-reperfusdo;ISO: Isoproterenol; L-NAME: inibidor de 6xido nitrico (NO) sintetase : N omega-nitro-L-arginina;
LVdp/dtmax: valores méaximos do primeiro derivado da presséo ventricular esquerda; LVEDD : Diametro diastdlico final V|I;LVESD: Diametro sistdlico final d VI; MI/R: isquemia e
reperfuséo cardiaca; MI: infarto do miocérdio; Molsidomina: (N-etoxycarbonyl-3-(4-morpholinyl)-sydnonimine), ON doador; NHE-1: antiporter 1 de sédio-hidrogénio NT-proBNP : 76
aminoéacidos Fragmento terminal N do BNP ; PAM: presséo arterial média ; PAS ; pressao arterial sistélica; pHi: pH intracelular; RhoA: membro da familia Ras homoélogo A; RUPP:
presséo de perfuséo uterina reduzida; RVW/TL: Relacdo peso-ventriculo direito-comprimento da tibia; Sem: semana; SILD: Sildenafil; SIRT1: sirtuina 1; TAPSE: excurséo sistélica do
plano anular tricusplico; TGF-@: fator de crescimento transformador ; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; TPVR: resisténcia vascular periférica total; TUNEL: marcagao terminal por
desoxinucleotidil transferase dUTP; VD: ventriculo direito VEGF:fator de crescimento endotelial VI: via intravenosa;VO: via oral.
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