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SFedurno

O oxido nitrico {NO) € um mediador biologico multifuncional que serve como molécula
chave em muitos processos fisiopatologicos, sintetizado nas células endoteliais em resposta a
estimulos fisiologicos ou patologicos. Sua sintese se da a partir da clivagem do terminal
nitrogénio-guanidina do aminoacido L-arginina, em uma reagdo catalizada pela enzima oxido
nitrico sintase (NOS).

Ha trés isoformas de NOS: a NOS endotelial (eNOS), a NOS neuronal (nNOS) e a NOS
induzivel (INOS). A eNOS ¢ a nNOS sio isoformas expressas constitutivamente nas células
endoteliais vasculares e nas células neuronais, respectivamente; e a iNOS que a forma induzivel,
expressa em células inflamatorias apds a indugdo por citocinas e outros mediadores inflamatorios.

Apos sua sintese 0 NO se difunde para as células do musculo liso vascular ativando a
enzima guanilato ciclase soluvel (GCs), que converte guanosina-tri-fostato (GTP) em guanosina-
3’,5"-monofosfato ciclica (GMPc), um segundo mensageiro para seus diversos efeitos biologicos,
dentre os quais o relaxamento da musculatura lisa vascular.

A sintese de NO pode ser inibida por varios compostos analogos 4 L-arginina, como L-
NMMA, L-NAA, L-NAME e L-NIO de forma dose-dependente. A inibi¢o crénica da sintese de
Oxido nitrico pela administragio cronica de L-NAME ¢ um modelo complexo e bem estabelecido
de hipertensio arterial e miocardiopatia hipertensiva. E caracterizado por elevacdo da pressio
arterial (PA) de forma severa, redugdo na freqiéncia cardiaca, no fluxo coronario e débito
cardiaco (DC), aumento da resisténcia vascular periférica total (RVPT), diminuicio do
relaxamento vascular e alteragdes na contratilidade cardiaca, hipertrofia cardiaca, aumento do
tamanho cardiomidcito, remodelamento miocardico e microvascular com fibrose perivascular,

sendo que o indice peso cardiaco/peso corporal e peso ventricular esquerdo/peso corporal estdo

usuahmente aumentados.
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Feduerso

As fosfodiesterases sdo enzimas que degradam os nucleotideos ciclicos GMPc e AMPe
nas suas formas inativas. 530 conhecidas 11 familias de enzimas (PDE1 — PDE11) que diferem
com relag@o ao padréo distribuicdo, especificidade de substrato, regulagio pelas PKs e proteinas
ligantes. Esto envolvidas em diversos processos fisiologicos e patologicos, tais como erecio
peniana, asma, hipertensio pulmonar, aterosclerose, insuficiéneia cardiaca e diabetes.
Consequentemente, os inibidores seletivos de PDE sdo interessantes e promissores alvos
farmacologicos.

Os inibidores das PDEs inpedem a degradagio do AMPc, GMPc, elevando seus niveis
intracelulares. Esses inibidores mimetizam as estruturas do AMPc e GMPc, mas ndo sio
degradados. Sildenafil ¢ um inibidor seletivo da PDES induzindo o e relaxamento do musculo
vascular liso e tém sido utilizados com sucesso no tratamento da disfungio erétil

A base racional para este projeto ¢ a hipotese de que o sildenafil, por inibir de forma
seletiva a PDES e conseqiientemente aumentar a disponibilidade de GMPc, possa ter efeitos
cardiovasculares benéficos na inibi¢o crénica da sintese de NO que reduz os niveis de GMPc no
musculo cardiaco e vascular.

Para 1sso foram estudados 4 grupos experimentais divididos aleatoriamente em:
CONTROLE, L-NAME, SILDENAFIL e SILDENAFIL + L-NAME, durante 8 semanas de
tratamento. Analisamos as alteragbes hemodindmicas através das medidas da pressio arterial
meédia, débito cardiaco, freqiiéncia cardiaca e resisténcia vascular. As analises histologicas foram
feitas através de técnicas morfométricas para determinagio do didmetro de midcito, lesdes
miocardicas e espessura da camada média vascular e analises imunohistologicas.

Nossos resultados demonstraram que a administracio cronica de sildenafil altera os
padrbes hemodindmicos e histolélgicos do modelo de miocardiopatia hipertensiva induzida pela

inibigio da sintese de NO por L-NAME.




Sesurne

A inibicdo da PDES restaurou parcialmente os padrdes hemodindmicos, avaliados atraves
da PA, DC ¢ RVPT, além de protege parcialmente o miocardio e musculo vascular liso contra as
lesdes e remodelamento cardiovascular caracteristicos deste modelo experimental. A
bicdisponibilidade de GMPc, nos animais do grupo L-NAME + sildenafil, foi totalmente
restaurada apos 8 semanas de tratamento e a expressio das enzimas PDE3 e PDES estavam
modificadas no masculo vascular liso e nos discos intercalares dos midcitos.

Dessa forma, concluimos que o sildenafil, através da inibicio da PDES, aumentando a
biodisponibilidade do GMPc, resulta em um efeito cardioprotetor ¢ antiproliferativo contra as
alteragOes cardiovasculares descritas no modelo de miocardiopatia hipertensiva induzida pela

intbi¢do crdnica da sintese de NO em ratos Wistar.
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1. Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) ¢ um mediador biologico multifuncional que serve como molécula
chave em muitos processos fisiopatologicos, como a regulagdo do tonus vascular (CORBIN e
FRANCIS, 1999; GROSS e WOLIN, 1995; MONCADA et al., 1991), neurotransmissio {SALT
et al, 2000), aprendizado e memoria (QIANG et al., 1997). Seu baixo peso molecular e rapida
difusdo sdo propriedades que eliminam a necessidade de receptor ou presenca de enzimas
proteoliticas para sua sinalizagdo. Em altas concentragdes, o NO ¢ também um agente citotoxico,
envolvido em diversas condiges criticas, participando desde doengas agudas como choque
séptico (TITHERADGE, 1999) e derrarme cerebral (IADECOLA, 1997) a transtomos
degenerativos de longo prazo como esclerose multipla (KRONCKE et al., 1998) e processos
carcinogénicos (TAMIR e TANNENBAUM, 1996). Por causa de sua importancia € envolvimento
nos mecanismos fisiologicos e patologicos, sua regulagio e sintese tém sido tio extensivamente

estudados.

1.1. Sintese de Oxido Nitrico

A formagdo de NO ocorre em células endoteliais em resposta a agonistas tais como
acetilcolina, histamina, ou bradicinina (FORSTERMANN et al., 1986). Sua sintese se da a partir
da clivagem do terminal nitrogénio-guanidina do aminoécido L-arginina (PALMER et al., 1988),
tendo como produto intermediario a NG»hidroxi—L-arginina, que ¢ convertida em L-citrulina, em
uma reacdo catalizada pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS) (HEMMENS e MAYER, 1998).
com a presenga de varios co-fatores como oxigénio (0,), nicotinamida-adenina-dinucleotideo-
fostato-hidrogénio (NADPH) e calcio (dependendo do tipo de NOS), com conseqiiente liberagdo

de NO (MONCADA et al, 1988; MONCADA, et al., 1988). (Figura 1)
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Ha trés isoformas de NOS: a NOS endotelial (eNOS), a NOS neuronal (nNOS) e a NOS
induzivel (iNOS). A eNOS e a nNOS sfo isoformas expressas constitutivamente nas células
endoteliais vasculares e nas células neuronais, respectivamente, Estas isoformas dependem do
complexo Ca' /calmodulina para produzirem NO, liberando-o em baixas concentragdes (NM) e
em condigdes fisioldgicas. Ja a iNCS € uma isoforma induzivel, sua expressiio & dependente de
estimulo imunologico ou inflamatério (p.ex. TNF-[1, LPS, Interleucina-2 e Interferon [J) pedendo
ser expressa em uma variedade de células incluindo macréfagos, hepatécitos, células do musculo
liso vascular e miéeito cardiaco. Produz NO em condigBes patologicas e em altas concentracdes
(uM), por longos periodos (GRIFFITH e STUEHR, 1995). Embora a iNOS esteja principalmente
expressa em células inflamatérias apés a indugfio por citocinas e outros mediadores inflamatdrios,
também est4 presente constitutivamente em alguns tecidos e sua atividade ¢ independente de Ca™

(ANDREW e MAYER, 1999; HECKER et al., 1999).

“"§" .
C:,N H, Cf{}
NH2 NH 5
NH ) NH
20, 2H,0
CH, CH,
CHE > CHZ - NO
CH, , CH, é;:ic}o
N NADPH NADP N Nitrico
H,N- CH CH - NH,
ole) COO
Arginina Citrulina

Figura 1. Reacdo de sintese de éxido nitrico (NO).
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1.2. Mecanismo de acio

Apds sua sintese no endotélio vascular, 0 NO, por ser uma molécula de pequena dimenséo
e altamente lipossoliivel, difunde-se para as células do musculo liso vascular ativando a enzima
guanilato ciclase soluvel (GCs) (DENNINGER e MARLETTA, 1999; IGNARRQ, 1991). Uma
vez ativada, a GCs converte guanosina-tri-fostato (GTP) em guanosina-3’,5 -monofosfato ciclica
(GMPc), um segundo mensageiro para seus diversos efeitos biologicos, dentre os quais o
relaxamento da musculatura lisa vascular (WALDMAN e MURAD, 1987). (Figura 2) Sua meia-
vida € extremamente curta, de um a cinco segundos (CLANCY et al., 1992; KILO et al., 2000;
SMITH et al., 1992). In vivo, o NO ¢ rapidamente oxidado a nitrito (NO,) e, posteriormente, a
nitrato (NO3), o qual ¢ eliminado na urina (BUGA et al., 1991).

Muitas células sdo capazes de sintetizar o NO, e dependendo do local de sintese, da
quantidade produzida, do tipo de isoenzima envolvida na sua liberagfio e do microambiente onde
vai atuar, 0 NO exerce diferentes a¢des. Quando pequenas quantidades sio liberadas nos
terminais nervosos, o NO atua como neurotransmissor, regulando desde o relaxamento de
esfincteres no sistema gastrointestinal até a transmissdo de estimulos no sistema nervoso central,
em areas como a memoria (FIN et al, 1995) ou o olfato (OKERE et al, 1996). Quantidades
similares, porém, se liberadas pelas células endoteliais, regulam o relaxamento da musculatura
lisa adjacente, explicando a vasodilatagfio. As quantidades maiores produzidas, conseqiientes a
uma cadeia de estimulos, envolvendo sistema enzimatico iNOS, podem ocasionar ou ampliar
processos inflamatérios em varios orgéos.

O NO exerce amplo espectro de atividades biologicas in vive, que sdpo em parte
dependentes do GMPc¢ (FORSTERMANN et al, 1986; MONCADA et al., 1991). Pode atuar
diretamente em canais de potassio dependentes de calcio, levando a uma hiperpolarizagio

dependente do endotélio nos vasos, que resulta em vasodilatagio (BOLOTINA et al., 1994). Além
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de regular o tonus vascular, 0 NO modula a adesfio leucocitdria no endotélio (KUBES et al.,
1991), imibe a proliferagdo celular no misculo liso (GARG e HASSID, 1989: SCOTT-BURDEN
et al., 1992) e a agregagio plaquetdria (RADOMSKI et al., 1987), regula a formagio de massa
ossea (ARMOUR et al., 2001), o consumo de oxigénio renal (LAYCOCK et al., 1998) ¢ a

angiogénese (LEE et al., 1999; ZICHE ¢ MORBIDELLI, 2000).

Proteina
ATP

ADP

GTP Prﬁtcf na-P

a7y,

Relaxamento do Miusculo
L.iso Vascular

Ceélula Muscular

Figura 2. Mecanismo de sinalizagio NO/GMPc no sistema vascular. NO ¢é sintetizado no
endotélio vascular, través da agiio da NOS que é regulada pela formagio do complexo Ca/CaM.
A difusdio do NO para o tecido muscular ativa GCs e uma vez ativado cataliza a formagfio de
GMPc e cascata de sinalizagio que resulta em relaxamento do musculo vascular liso

{vasodilatagdo). Modificado de ZHAOC et al., 1999,
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Além dos efeitos do NO mediados pela formagio de GMPe, como o controle do tnus
vascular (MONCADA e HIGGS, 1993), o NO exerce diversas outras fungdes independentes da
formagdo deste nucleotideo ciclico (PFEILSCHIFTER et al, 2001). Tais fungdes incluem: 1-
modulagiio da sintese protéica (CURRAN et al., 1991); 2- controle de atividade enzimatica
(TROY et al., 1996); 3- regulagdo da expressao (ativagio ou repressdo) de genes para: a) c-actina
(KAWADA et al, 1996); b) citocinas (REMICK e VILLARETE, 1996); ¢) fatores de
crescimento (GUO et al,, 1998; TSURUMI et al., 1997); d) moléculas de adesdo (BIFFL et al,
1996; KUPATT et al., 1997, LEFER e LEFER, 1996), e} proteinas envolvidas em apoptose
(BRUNE et al., 1998, BRUNE et al,, 1998); f) receptores (ICHIKI et al., 1998; KEH et al., 1996;
MICHELSON et al., 1996, REDMOND et al., 1996; USUI et al., 1998; WALLACE e BOOZE,
1997); g) enzimas, tais como a ciclooxigenase-2 (COX-2) (AMIN et al., 1997), citocromo P-450
(KHATSENKO, 1998), metaloproteases de matriz (LALA et al., 1997), superéxido dismutase
(BRADY et al., 1997) e a propria NOS (CHEN e MEHTA, 1997).

Alteragbes atribuidas & atividade ou expressdo das NOS e, conseqiientemente, na
biodisponibilidade de NO tém sido correlacionadas com processos patologicos como a
hipercolesterolemia e aterosclerose (BLAIR et al., 1999; KUHLENCORDT et al , 2001), diabetes
(STOCKKLAUSER-FARBER et al., 2000), insuficiéncia cardiaca (WATANABE et al.,, 2000),
ma cicatrizagdo (LEE et al., 1999), hipertensio (PANZA, 1997), hipertensio pulmonar (KANNO
et al., 2001; LEE et al,, 2001; PEARSON et al., 2001) e miocardiopatia hipertensiva (ARNAL et
al, 1993; MORENO et al, 1996). A utilizagio de andlogos da L-arginina em estudos
experimentais (MORENO et al., 1996, MORENO et al., 1997; MORENO JUNIOR et al., 1994;
RIBEIRO et al, 1992; ZAPPELLINI et al, 1997) e clinicos (BEDARIDA ¢t al, 1994
DACHMAN et al, 1993), promovendo a inibi¢do da produgdio de NO, constitui importante

ferramenta para o melhor conhecimento da importéncia fisiopatolégica do NO.
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1.3. Inibidores da Sintese de Oxido Nitrico
Varios compostos analogos a L-arginina, como a N®-monometil-L-arginina (L-NMMA)

(REES et al, 1990), a N®-amino-arginina ({L-NAA) (GROSS et al, 1990), a N%-nitro-L-
arginina-metil-éster (L-NAME) (MOORE et al, 1990) e a N-iminoetil-L-ornitinina (L-N10O)
(MULSCH e BUSSE, 1990) inibem a sintese de NO de forma dose-dependente através da
formagio de enantidmeros Opticos. Esses compostos sao hidrolisados em nitroarginina e
competem com a L-arginina pelo sitio enzimdatico da NOS e conseqiientemente injbindo a
formacio de NO (PFEIFFER et al., 1996). Embora a L-NIO seja aproximadamente 5 vezes mais
potente que os demais inibidores, do ponto de vista qualitativo ndo ha diferencas entre eles
quando avaliados os efeitos cardiovasculares. A diversidade de poténcia desses compostos sobre o
tecido vascular in vitro e i vivo (REES et al., 1990) parece ser devida a diferencas quanto &
captagéo, distribuigio e metabolismo dos mesmos (MONCADA et al., 1991).

Comparadas aos demadis inibidores, apenas a L-NMMA ¢ a L-NAME sio ativas por via
oral (GARDINER et al., 1990). L-NAME ¢ uma pré-droga, rapidamente e totalmente, hidrolisada
em NG—nitr0~L—arginina (L-NOARG), o inibidor ativo da NOS vivo (AVONTUUR et al., 1998;
BROUILLET et al, 1995; MOORE et al., 1990, SCHWARZACHER e RABERGER, 1992;
TABRIZI-FARD e FUNG, 1994), que tem uma longa meia-vida plasmatica de vinte horas
(KREICY et al,, 1993). L-NCPARG induz a inibi¢io potente, especifica e reversivel, da eNOS ¢
nNOS in vivo e in viro (GARRDINER et al | 1990; MOORE et al,, 1991; REES et al, 1990). L-
NAME ¢ degrada em L-NO AJRG por um mecanismo que aparentemente nio requer metabolismo
por enzimas microssomais (C ¥ P450), uma vez que essa degradacdo também ocorre no plasma in
vitro. Nio ha outros processo S de metabolizag@o pois L-NOARG ¢ o tinico metabolito detectado

na urina. (BROUILLET et al., 1995, TABRIZI-FARD e FUNG, 1994)
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1.4. Inibicdo Cronica da Sintese de Oxide Nitrico

Por motivos éticos, desconhecem-se os efeitos tardios dos inibidores da sintese de NO em
humanos. Em ratos, tem sido demonstrado que a inibigio cronica da sintese de Oxido nitrico pela
administragio cronica de L-NAME (PALMER et al., 1988; PALMER et al., 1987, REES et al |
1989), por 4-6 semanas ¢ um modelo complexo e bem estabelecido de hipertensdo arterial
(BAYLIS et al,, 1992; RIBEIRO et al., 1992) e miocardiopatia hipertensiva {ARNAL et al., 1993;
MORENO JUNIOR et al., 1994; PECHANOVA et al,, 1999). E caracterizado por elevagdo da
pressdo arterial (PA) de forma severa, progressiva e sustentada (BAYLIS et al.. 1992), e pode ser
revertida de forma apenas parcial pela infusdo de L-arginina. Essa hipertensio apresenta-se
associada a reducfo na freqiiéncia cardiaca (FC) (ARNAL et al., 1993, RIBEIRO et al,, 1992), no
fluxo coronario (MORENO et al., 1997) e débito cardiaco (DC) (AMRANI et al., 1992; JOVER
et al, 1993; KASSAB et al, 1998), aumento da resisténcia vascular periférica total (RVPT)
(HERITY et al, 1994; HUANG et al, 1995), diminuigdo do relaxamento vascular
(HOLECYOVA et al., 1996) ¢ alteracdes na contratilidade cardiaca (LEWIS et al., 1990). Além
disso, esse modelo experimental apresenta hipertrofia cardiaca (MORENO et al, 1996), aumento
do tamanho cardiomiécitc (NUMAGUCHI et al, 1995), remodelamento miocardico e
microvascular com fibrose perivascular (HUANG et al., 1995; L1 e SCHIFFRIN, 1994), sendo
que o indice peso cardiaco/peso corporal e peso ventricular esquerdo/peso corporal estdo
usualmente aumentados (BOGER et al, 1994; DELACRETAZ et al., 1994; PECHANOVA e
BERNATOVA, 1996). Alteracdes histoldgicas consistem em extensas areas de fibrose ¢ necrose
miocardica, especialmente nas regides do subendocardio (MORENO et al., 1996) e aumento de
colageno no coragdo (PECHANOVA et al, 1997). A concentragio do GMPe, segundo

mensageiro do NO, apresenta-se reduzida (DENG et al., 1993). A administragdo cronica de 1.-
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NAME também prejudica a fun¢io endotelial e aumenta o dano isquémico em coragdes de
camundongos com aterosclerose (TOKUNO et al., 2001).

Nos rins, 0o L-NAME, causa altera¢Bes na hemodinimica renal e fungio tubular com necrose
fibrinodide segmentar nos glomérulos e consegiiente diminuigdo na filtracao glomerular (ADLER
et al., 2001; RIBEIRO et al,, 1992). Além disso, o tratamento cronico com L-NAME resulta em
significante reducdo no fluxo sangiineo periférico no coragio, pulmio, figado, diafragma,
musculo esquelético e rins (HUANG et al |, 1995).

Além das alteragbes hemodinimicas e estruturais, o tratamento de ratos com L-NAME
durante duas semanas aumenta a expressio de cininogénio e calicreina em diversos tecidos
(cérebro, coragdio, figado e rins) (CHAO et al., 1996). De modo similar, o tratamento cronico de
cdes com L-NNA aumenta a expressio da enzima ciclooxigenase-1 (COX-1) e,
consequentemente, a produglo de prostaglandinas (BEVERELLI et al., 1997). Quanto a
receptores, USUI ef al. (1998) relataram a inibicdo da sintese de NO pelo L-NAME em ratos,
aumentando a expressdo de RNAm para receptores do tipo 1 de angiotensina Il (AT e ATg).

As investiga¢bes em animais sustentam a hipotese da complexidade deste modelo que
envolve diversos processos fisiopatologicos, como a ativac3c do sistema renina angiotensina
aldosterona (RIBEIRO et al, 1992; TAKEMOTO et al, 1997), participacdo de fatores
relacionados ao processo inflamatorio (KELM e SCHRADER, 1990; KOYANAGI et al., 2000),
regulagio da proliferagio celular (midcitos, colageno e fibroblastos) e hipertrofia do miocardio
{(MORENGO et al., 1995), além dos proprios niveis de pressdo arterial elevados que mimetiza, em
parte, a miocardiopatia diabética-hipertensiva em ratos (SAMPAIO et al., 2002).

A atividade da renina plasmatica encontra-se aumentada durante a administragio cronica
de L-NAME (RIBEIRO et al., 1992), sugerindo a participagdo do sistema renina - angiotensina

(SRA) neste modelo de hipertensdio arterial (HA). No entanto, 2 inibicdo do SRA através da
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administrago cronica de enalapril (MORENOQ et al, 1995), inibidor da enzima conversora de
angiotensina (ECA), ou losartan, antagonista especifico para receptores de Angiotensina 11, nio é
acompanhada de normalizacdo completa da PA. Estudos im vifro, com arteriolas aferentes
(THARAUX et al,, 1997) e rim (GARDES et al., 1994), sugerem que o NQO estimula a sintese
e/ou a secrecdo de renina. Por outro lado, varios autores relatam um decréscimo de renina
circulante (KINOBLICH et al, 1996; RIBEIRO et al, 1992: YAMADA et al, 1996) ¢ um
aumento na atividade da ECA em ratos tratados cronicamente com L-NAME (GONZALEZ et al,
2000; TAKEMOTO et al, 1997).

Além do SRA, um aumento da atividade do sistema nervoso simpatico {SNS} apos
tratamento cronico com L-NAME tem sido descrito (MATSUOKA et al., 1994; ZANCHI et al.,
1995), evidenciando seu envolvimento na regulagdo do ténus vascular neste modelo de HA. De
modo complementar, foi observado queda da PA apés bloqueio ganglionar e queda na PA e FC
apos bloqueio de receptores P-adrenérgico (CUNHA et al, 1993). Mais recentemente, foi
demonstrado que a administracdo de antagonista de AT, {candesartan) no trato do nucleo solitario

(NTS) produz alteragbes hemodindmicas em ratos tratados com L-NAME (ESHIMA et al., 2000).
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2. Nucleotideos Ciclicos

Os nucleotideos ciclicos, 3'5'guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e 3',5'adenosina
monofostato ciclico (AMPc), sao importantes segundos mensageiros, envolvidos na sinalizagio
celular de diversos mecanismos e em diferentes tecidos (BEAVQ, 1995). Estdo envolvidos nos
processos de visdo (MCLAUGHLIN et al, 1993), olfato (YAN et al, 1995), agregacdo
plaguetaria (DICKINSON et al, 1997), sintese de aldosterona (MACFARLAND et al., 1991),
secrecdo de msulina (ZHAQO et al., 1998), relaxamento do muasculo liso (BALLARD et al., 1998;
BOOLELL et al., 1996), proliferacdo celular (ABELL et al., 1989; ASSENDER et al., 1992) ¢
controle da fungdo cardiaca (LOHMANN et al., 1991; MOHAN et al., 1995; VILA-PETROFF et
al.,, 1999). As concentragdes intracelulares de AMPc e GMPc sdo controladas pelo equilibrio entre
sua sintese em resposta a sinais extracelulares e sua hidrolise pelas fosfodiesterases. Embora
muitos dos efeitos do GMPc e AMPc sejam mediados através da ativagio de proteinas kinases
(PKs) dependentes destes nucleotideos ciclicos (LINCOLN et al., 1995), diversos outros efeitos ja
sdo conhecidos.

As vias de sinalizagiio do AMPc e GMPc sdo organizadas de uma forma ndo linear
(HUNTER, 2000). A compartimentalizagdo dos diferentes componentes dessas cascatas de
sinalizacio € um importante determinante do resultado do sinal (SCOTT et al, 2000) ja que
praticamente todos os passos das vias de sinaliza¢@o destes nucleotideos ciclicos sio controlados
por mecanismos de feedback (CONTI et al| 1995). Quando um estimulo extracelular chega a
membrana plasmatica, ele é transmitido para dentro envolvendo muitos dos sistemas de
transducdo presentes na célula, e cada componente da cascata ¢ um ponto de conexdo entre
diferentes vias de sinalizacio. Sinalizagio combinada, deteccio coincidente, cross-falk e

condugdo de sinal sdo palavras-chaves utilizadas para descrever esta rede de comunicagdo
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intracelular. Neste contexto, algumas etapas nas cascatas de sinaliza¢do podem ter fungdes novas

e inesperadas.

2.1. GMPc

O GMPc regula diversas respostas fisiologicas tais como vasodilatagio, secre¢o intestinal
¢ fototransducdo retiniana e exerce seus efeitos através da ativagio de diferentes efetores, tais
como canais idnicos dependentes de GMPc (BIEL et al, 1999), PKs mediadas por GMPc
(LOHMANN et al, 1997) e fosfodiesterases (PDEs) (FRANCIS et al., 2001; JUILFS et al,
1999). O inicio da sua cascata de sinalizacfo pelo GMPc ocorre com a ativagdo da guanilato
ciclase (GC) e conversdo de GTP em GMPc. (Figura 2) A elevagio da concentragio de GMPc
vai entdo modular as diversas respostas fisioldgicas e/ou patologicas de células e tecidos.

A GC estéd presente, em diversos tipos de célula € tecido, em duas formas: guanilato
ciclase particulada {GCp) e guanilato ciclase solivel (GCs) (HARDMAN ¢ SUTHERLAND,
1969; ISHIKAWA et al, 1969; SCHULTZ et al., 1969, WHITE ¢ AURBACH, 1969}, que
diferem na estrutura e regulacio. (Figura 3)

A GCp ¢ uma enzima ligada a2 membrana celular (MC) e pertence ao grupo das enzimas
ligadas a receptores (GARBERS, 1992). Sua estrutura pode ser dividida em trés: (1) dominio
extracelular amino-terminal que funciona como “receptor”, (2) dominic protéico intracelular
“kinase-like” e (3) dominio catalitico COOH-terminal (WEDEL et al, 1993). Ji a GCs. ao
contrario das enzimas ligadas a proteinas que s3o estruturas homodimeras, ¢ uma enzima
heterodimera, consistindo de: {1) duas subunidades designadas « e [, ambas necessarias para
atividade catalitica (KOESLING et al., 1991), (2) dominic Aeme, fundamental para ativagio da
enzima (IGNARRO et al, 1986) e (3) dominio catalitico COOH-terminal, que apresenta

constituigdo bastante homologa a da GCp. O dominio catalitico compreende cerca de 250
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aminoacidos responsdveis pela sintese de GMPc (THOMPSON ¢ GARBERS, 1995 : THORPE ¢

MORKIN, 1990). (Figura 3)

GCp

Domindo
Extracelnlar

Dominde

Hewe

Regido
Tranumembrana

Dominig
Intracelulay
Yhinase-liloe’ Pominio
Catalitico

Dominis
Catalitics

COOH

Figura 3. Dominios estruturais das Guanilato Ciclases (GC). A GCp € homedimera e apresenta
sitio ligante formado por dois dominios extracelulares amino-terminais. GCs ¢ heterodimera
contendo um grupamento heme indispensdvel a sua ativacio. As cores identificam regides
homoélogas. Modificado de LUCAS et al. 2000.
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A GCs é ativada pela molécula de NO que se liga diretamente ao dominio heme formando
o complexo NO-Fe'*-heme (HILLE et al., 1979). A GCp nio responde ao NO por ndo possuir o
dominio keme em sua estrutura e este dominio € essencial para ativagio da enzima pelo NO
(CRAVEN ¢ DERUBERTIS, 1978, IGNARRO, 1990). Desse modo, a GCp ¢ ativada através da
ligagio de peptideos especificos ao seu dominio extracelular, tais como peptideo atrial
natriurético (ANP) (CHINKERS e GARBERS, 1989). O ANP ¢ secretado dos miocitos atriais
para corrente sangliinea em resposta a distensio ou estiramento da parede dos atrios
(RUSKOAHO, 1992). Também ¢ conhecida a atividade do peptideo cerebral natriurético (BNP)
(GARBERS e LOWE, 1994) e peptideo natriurético tipo C (CNP) (HAMAD et al.,‘ 2003) na
ativagio da GCp e a ordem de poténcia parece ser ANP > BNP > CNP {(HAMAD et al., 2003).

No sistema vascular, em condigdes fisiologicas, o relaxamento dos vasos, veias e artérias,
sdo mediados pelo GMPc (BOOLELL et al., 1996), através da modulagio dos canais de calcio
(WALDMAN e MURAD, 1987), resultando em diminuigio da pré- e pds-carga (JACKSON,
2001), sendo que a inibigdo da sua degradag@o aumenta o fluxo sangiiineo coronario em coracdes
hipoperfundidos durante isquemia induzida por exercicio (RYBALKIN e BORNFELDT, 1999},
No coragio o GMPc¢ exerce efeitos inotrOpicos negativos (SINGH e FLITNEY, 1981;
TRAUTWEIN e TRUBE, 1976), reduz o influxo de caicio (NAWRATH, 1977), encurta a
duracio do potencial de agio (TRAUTWEIN et al, 1982) e inbe os potenciais de acdo
dependentes de Ca™ (BKAILY e SPERELAKIS, 1985; MEHEGAN et al., 1985; WAHLER e
SPERELAKIS, 1985). Também estd envolvido na agregacio plaquetaria (SCHWARZ et al,
2001), regulagio de transporte eletrolitico e fluido intestinal (MEZOFF et al, 1992;
VAANDRAGER et al., 2000) , fototransdugo (AMES et al., 1999), controle da secrecdo de
renina (HACKENTHAL et al, 1990, KURTZ e¢ WAGNER, 1998), proliferacio celular

(ASSENDER et al, 1992; RYBALKIN ¢ BORNFELDT, 1999), sintese de algumas matrizes
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extracelular (DEY et al, 1998) e controle do tonus das vias aéreas respiratorias (STUART-

SMITH et al., 1998; WARD et al., 1995).

2.2. AMPc

O AMPc, ¢ um segundo mensageiro, descoberto em 1959 e associado a PK dependente de
AMPc¢ (PKA) em 1968 (LANGAN, 1968, WALSH et al., 1968), estabelecendo um prototipo para
muitas cascatas de sinalizagdo intracelular. Sintetizado a partir da ativagio da adenilato ciclase
(AC), uma enzima ligada & membrana, que cataliza a conversio do nucleotideo adenosina
trifosfato (ATP) em AMPc (TAUSSIG e GILMAN, 1995) Sintetizado a partir da ativagio da
adenilato ciclase (AC), uma proteina ligada 4 membrana, que cataliza a conversio do nucleotideo
adenosina trifosfato (ATP) em AMPc. A atividade da AC é modulada por duas proteinas G: a Gs,
com capacidade de estimular a ativacio da adenilciclase, e a Gi, que é capaz de inibir essa
ativagdo. Cada passo da cadeia de reagBes que ¢ desencadeada pela ativagdo da proteina G pelo
complexo agonista-ligante, constitui um processo de amplificagio, em que cada molécula de
proteina receptora pode ativar iniimeras moléculas de Proteina G, mas cada uma destas moléculas
¢ capaz de ativar uma molécula de AC. (Figura 4)

A AC ativada entdo, ¢ capaz de catalisar a conversio de um grande niimero de moléculas
de ATP em AMPc, resultando na ativagiio de diversas moléculas de PKA {SCOTT, 1991), com
amplificagdo do sinal inicial ¢ obtengdo de maior resposta celular. Apos a ativaco da PKA inicia-
se uma série de reagdes enzimaticas levando a uma cascata de fosforilagGes, ativando mulitiplas
proteinas que regulam freqiéneia e for¢a da contragiio cardiaca. Mais recentemente, esta cascata
tem-se expandido para incluir vérias novas isoformas de AC (SUNAHARA et al., 1996), PDEs

(CONTI, 2000), e PKAs (JAHNSEN et al., 1986),

&7



Ligante Adenilate riclase

Inativa

Fiotemna 3
Tnativa

, Proteina 5 g Adenilato ciclage

Sinalizacfe
Ity acelula

Figura 4. Ativacio do AMPc

O AMPc participa ativamente do controle da homeostase do célcio. No coragfio, a ativagio
da proteina Gs ¢ do complexo AMPc/PKA promove fosforilagio dos canais de célcio tipo-L
aumentando a entrada de calcio nos midcitos resultando em um aumento da contratilidade
cardiaca (KATZ, 1993). Em condicBes patologicas, em que ocorre hipertrofia e disfuncdes
cardfacas, ja foram identificadas diversas alteragOes no trinsito de célcio devido a diminuicio dos
niveis de proteina (s, diminuigfo da atividade da adenilciclase e aumento dos niveis de proteina

Gi (BRAUNWALD e BRISTOW, 20060).
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3. Fosfodiesterases (PDE)

PDEs foram descritas pela primeira vez por Sutherland e colaboradores (BUTCHER e
SUTHERLAND, 1962; RALL e SUTHERLAND, 1958). A superfamilia de PDEs ¢ dividida em
duas maiores classes, | e Il (CHARBONNEAU, 1990), as quais ndo tém nenhuma similaridade
reconhecida. Na classe I estdo incluidas todas as PDEs conhecidas e identificadas em mamiferos e
compreendem 11 familias de enzimas (PDE1 — PDE11) que sfo produtos de genes distintos
(BEAVO et al, 1994; BOLGER, 1994, CONTI et al, 1995, DEGERMAN et al, 1997;
HOUSLAY, 1995; MICHAELI et al, 1993; SODERLING et al., 1998, SODERLING et al
1998; THOMPSON et al, 1992; UNDERWOOD et al, 1994). Algumas familias de PDE sdo
relativamente especificas para AMPc (PDE 4, 7, 8) ou para GMPc (PDEs 5, 6, 9);, outras
hidrolisam ambos (PDEs 1, 2, 3, 10, 11) (FRANCIS et al., 2001). Todas as PDEs da classe I sdo
dimeéricas, mas a 1mportancia da estrutura dimérica para fungdo de cada uma das PDEs €
desconhecida. Todas as PDEs tém um dominio catalitico com aproximadamente 270
aminoacidos, que esta localizado na por¢io carboxi-terminal que regula sua ativacao (JIN et al
1992, SONNENBURG et al., 1995).

Cada familia de PDE contém multiplos genes que amplificam para mais de 50 variantes
distintas de isoenzimas (BEAVO, 1995; BEAVO e REIFSNYDER, 1990; CONTI, 2000, CONTI
e JIN, 1999, CONTI et al, 1995; FRANCIS et al, 2001; HOUSLAY e ADAMS, 2003;
HOUSLAY e KOLCH, 2000, MANGANIELLO e DEGERMAN, 1999; SODERLING e
BEAVO, 2000). Além disso, cada familia, € os componentes dentro da familia, diferem com
relacio ao padrio distribuigdo tecidual, celular e subcelular; especificidade de substrato,
regulagdo pelas PKs e proteinas ligantes. E por essa diversidade de isoenzimas e padrio de

expressio em diferentes tecidos, as PDEs estdo normalmente envolvidas em processos
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fisiologicos e patologicos, tais como erecdo peniana, asma, hipertensio pulmonar, aterosclerose,
mnsuficiéncia cardiaca e diabetes. Consequentemente, os inibidores seletivos de PDE sdo
interessantes e promissores alvos farmacologicos. (Figura 5)

PDEs catalizam a terminagio dos segundos-mensageiros ativos intracelulares por hidrolise
da banda fosfodiéster, entre os atomos de P e O na posigdo 3’ com inversdo da configuracdo no
atomo de P (BURGERS et al., 1979; GOLDBERG et al., 1980), convertendo AMPc ou GMPc em

seus correspondentes monofosfato (AMP ou GMP) (HARDMAN, 1984).

3.1. Fosfodiesierases e o Sistema Cardiovascular

Os cardiomiocitos constituem aproximadamente 60% das células cardiacas e sfo células
diferenciadas que mantém o ritmo de contratilidade do coragdo (NADAL-GINARD et al,, 2003),
Células do endotélio (CE) e do musculo vascular liso (CMVL) constituem a porcdo das células
dos vasos sangiiineos que participam ativamente na regulacio da estrutura e fungdo dos vasos
(REGAN et al, 2000, THYBERG, 1998). Apesar desses tipos de células serem bastante
diferenciados, varios mecanismos de sinalizacio regulam as agdes fisiologicas dos
cardiomiocitos, CE e CMVL e a capacidade de cada tipo celular para manter o ritmo fisiologico
mesmo em situacdo de stress cardiovascular.

Apesar dos cardiomiocitos normalmente ndo sofrerem significantes modulagdes
fenotipicas no adulto, essas células, quando em condicGes de prolongado stress cardiovascular,
como hipertensio ou infarto do miocardio, podem sofrer um processo de hipertrofia que
descompensa suas funcdes contrateis (REGAN et al., 2000; THYBERG, 1998). Da mesma forma
as CE e CMVL, quando em situagdo de stress prolongado, sofrem alteracSes hipertroficas que
reduzem suas capacidades de responder a variacdes fisiologicas do sistema cardiovascular. Dessa

forma, CE e CVML de artérias sadias que teriam a fung3o primaria de regular o tdnus vascular
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pelos mecanismos de contraglo e relaxamento quando hipertrofiadas perdem essa capacidade
(REGAN et al., 2000; THYBERG, 1998). E come tanto o GMPc, quanto o AMPc participam
ativamente dos mecanismos de controle relacionados aos cardiomiocitos (inotropismo e
cronotropismo), CE (metabolismo, permeabilidade, migra¢io e proliferagio celular) e CMVL
(mecanismo de contragdo/relaxamento, proliferacio, migracio e metabolismo celular
(MOVSESIAN, 2000; PANG, 1992; RYBALKIN e BORNFELDT, 1999), é possivel que
alteracdes, prévias ou tardias, que modifiquem a atividade, expressio ou local de acfio das PDEs

nestas células possa alterar significativamente suas agdes e fungdes cardiovasculares.

PDE 1

PDE 2

PDE 3

- PDE 4

PDE 5

atalitico
Ca*2/CaM
5 GMPc

| UCR

- PAS

 “Targeting” PDE 11

Figura 5. Estrutura Modular das PDEs: Representagdo esquemdtica dos dominios nos 11
membros da familia de PDEs. Modificado de CONTIL 2000.
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Atividade, expressdo e local de agiio das PDEs tém sido estudados nos midcitos, CE e
CVML isolados de diversas espécies, incluindo homem, rato, camundongo, bovinos, suinos e
cdes. Em modelos de tecido cardiaco, ou cultura de células de midcitos, diversas variantes de
PDEs tém sido identificadas (MOVSESIAN, 2000; PANG, 1992), mas embora estudos com
tecidos 1solados fossem consistentes com a expressdo de enzimas das familias PDE1, PDE2,
PDE3, PDE4 e PDES, dados com culturas de miocitos ndo foram consistentes com a expressio de
PDEL e PDES nessas células, em todas as espécies (MOVSESIAN, 2000; PANG, 1992). Isso
pode ocorrer devido &s diferengas no padrdo de expressio dos genes das PDE em células de
diferentes fenotipos (DUNKERLEY et al, 2002; RYBALKIN e BORNFELDT, 1999:
RYBALKIN et al., 1997). Mas dada & importincia dos cardiomiécitos, CEs e CMVLs no controle
do tonus vascular, remodelamento cardiaco ¢ vascular, angiogénese, inotropismo e cronotropismo
cardiaco; e a destacada participagiio do GMPc e AMPc nesses mecanismos, mais analises sdo

necessarias para um maior entendimento deste complexo sistema de sinalizagio,

3.2.Fosfodiesterase 5

A fosfodiesterase 5 (PDES5) € especifica para GMPc (JEREMY et al., 1997; WALLIS et
al., 1999) e esta presente em grandes concentragdes em limitado nimero de tecidos, tais como:
coragdo, musculo vascular sistémico, corpo cavernoso do pénis, plaquetas e masculo liso visceral
(GLOSSMANN et al., 1999). Assim, ¢ importante ressaltar que mesmo em doses terapéuticas
(disfungfio erétil), a inibicdo de PDES causa aumento de GMPc e efeitos vasculares sistémicos
(WALLIS et al,, 1999). A familia da PDES consiste de um dnico gene PDES que pode codificar
trés distintas proteinas (PDESA1-3) (LOUGHNEY et al.,, 1998; MCALLISTER-LUCAS et al.,
1995) e pouco se sabe sobre os diferentes locais de expressiio das variantes da PDES e as

diferencas de suas a¢Bes (FRANCIS et al,, 2001; GIORDANO et al.,, 2001; LOUGHNEY et al,
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1998, MCALLISTER-LUCAS et al., 1995; RYBALKIN et al,, 2003; SENZAKI et al, 2001;
WALLIS et al., 1999).

Expressdao PDESA1 foi detectada em tecido cardiaco de humanos, ratos e cies, mas ha
necessidade de evidéncias mais convincentes pois esse ainda é um assunto controverso
(GIORDANO et al, 2001; LOUGHNEY et al, 1998, MCALLISTER-LUCAS et al., 1995;
RYBALKIN et al, 2003; SENZAKI et al, 2001; WALLIS et al., 1999). E se PDES estiver
expressa em cardiomiocitos humanos, ha a necessidade de esclarecer qual ¢ impacto de sua
imbicdo por inibidores seletivos de PDES. Efeitos cardioprotetores com uso do citrato de
sitdenafil, primeiro inibidor seletivo de PDES5, tém sido descritos em alguns trabalhos
experimentais (KUKREJA et al., 2004; OCKAILI et al., 2002; TAKIMOTO et al., 2005), mas os
mecanismos pelos quais isso acontece ainda ndo foram bem esclarecidos.

A importéancia fisiologica da PDES na regulacio do tonus do musculo liso tem sido
demonstrada muito claramente por usos clinicos e experimentais do sildenafil (Viagra®), no
tratamento da disfung@o erétil (BALLARD et al, 1998). Além disso, trabalhos recentes tém
mostrado o envolvimento da PDES na manuten¢do do tonus (RYBALKIN et al, 2003; STOWE ¢
NOVALIJA, 2000) e remodelamento vascular (KOYAMA et al, 2001; RYBALKIN e

BORNFELDT, 1999).

3.3. Inibidores de Fosfodiesterases
Os inibidores das PDEs podem elevar os niveis intracelulares de AMP¢, GMPc, ou ambos,
dependendo do tipo de fosfodiesterase bloqueada. Esses inibidores mimetizam as estruturas do
AMPc e GMPc, que sao os substratos naturais para as PDEs. Desta forma, agem por mecanismos
de competicdo (CORBIN e FRANCIS, 1999; CORBIN e FRANCIS, 2002), mas ao contrario do

AMPc e GMPc, estes inibidores ndo sdo degradados. (Figura 6)
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Sutherland e Rall (BERTHET et al., 1957), nos anos 50, foram os primeiros a realizar
experimentos envolvendo inibidores de PDE, neste caso a cafeina. Desde entfo se tem sintetizado
centenas de intbidores de PDE, mas muitos destes compostos, bem como a cafeina, ndo sio
inibidores seletivos. Um importante avango nas pesquisas em PDE foi a descoberta dos inibidores
especificos de PDE, tais como rolipram (inibidor da PDE4) e siidenafil (imibidor da PDES).
Recentemente, tem sido crescente o desenvolvimento de novas drogas inibidoras de PDES e as
buscas por uma maior seletividade. Tadalafil (Cialis™) e vardenafil (Levitra™) pertencem a nova
geraco de inibidores especificos da PDES e podem inibir essa enzima nos niveis de concentragio
de nanomolar, porém diferem do sildenafil no seu perfil inibitorio com relag¢do as PDEs de outras
familias (EARDLEY ¢ CARTLEDGE, 2002; SAENZ DE TEJADA et al., 2001).

Sildenafil e outros inibidores seletivos de PDES potencialmente relaxam o misculo liso do
corpo cavernoso e tém sido utilizados com sucesso no tratamento da disfungio erétil (CORBIN e
FRANCIS, 2002). Além dessa utilizagdio terapéutica, tem sido reavaliada a utilizacdo de
inibidores da PDES no tratamento de hipertensdo pulmonar, uma patologia com limitadas opgdes
de tratamento e poucos resultados (MICHELAKIS et al., 2002). Por ser via NO-GMPc o controle
do tdnus vascular pulmonar e a hipertensdo pulmonar mostrar reatividade vascular reduzida a
vasodilatadores dependentes de NO, foi que se suspeitou que mnibidores da PDES pudessem ser
efetivos nessa patologia (MICHELAKIS et al., 2002, MURRAY et al., 2002).

O sildenafil melhora a responsividade vascular na disfunco endotelial em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (KATZ et al, 2000). Em pacientes com doenga cardiaca isquémica, ©
sildenafil reduziu a presso arterial média e pulmonar com leves efeitos na freqiiéncia cardiaca e
resisténcia vascular pulmonar e sistémica sem efeitos no inotropismo cardiaco {GILLIES et al.,
2002). Outros estudos hemodindmicos sugerem que o sildenafil ¢ um vasodilatador moderado

com potencial para aumentar o fluxo e a reserva coronaria (FELDMAN e MCNAMARA, 2002).
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Figura 6. Estruturas comparativas do GMPc (substrato natural das PDEs), Cafeina (inibidor ndo
seletivo de PDE) e Sildenafil (inibidor seletivo da PDES). A inibicdo das PDEs ocorre através de

mecanismos de competic¢io.

Inibicdo da PDES em cultura de células do musculo liso vascular de artéria coronaria
mostrou um significante aumento de GMPc e AMP, atividade da PKA e inibigdo da proliferacio e
migragdo celular (OSINSKI et al,, 2001; OSINSKI e SCHROR, 2000). Isso nos exemplifica bem
0 mecanismo de inibigdo da PDE3 via GMPc (CREMERS et al., 2003; MOHAN et al., 1995;
VILA-PETROFF et al.,, 1999). Mas inibi¢do da PDES interfere no funcionamento das células do
musculo liso vascular independente do efeito indireto na PDE3. (Figura 7)

A PDE3, pode se diferenciar das outras PDEs por sua alta afinidade tanto pelo AMPc
quanto pelo GMPc, com valores de K, em torno de 0.1-0.8 uM para AMPc, sendo 4-10 vezes
mais alto do que para GMPc (BEAVO, 1995; CONTI et al, 1995; DEGERMAN et al 1997).

Dessa forma, AMPc ¢ GMPc sdo substratos que competem pela PDE3, diferenciando-a da
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isoforma PDE4 que também apresenia alta afinidade pelo AMPc. mas néo pode ser inibida pelo
GMPc (DEGERMAN et al., 1997).

Em humanos, inibidores da fosfodiesterase 3 sdo utilizados na insuficiéncia cardiaca
terminal e choque cardiogénico por diminuirem a metabolizagio de AMPc, causando reducdio da
resisténeia periférica e coronariana, contrapondo os efeitos contrarios observados na menor
disponibilidade de GMPc¢ observada na cardiopatia por inibi¢io do NO. Os inibidores das
fosfodiesterases do tipo especificos para o coracdo (tipo III) tém um efeito inotrépico positivo.
Esta fosfodiesterase € a enzima responsavel pela degradagio do AMPc intracelular. Os inibidores
aumentam a concentragio de AMPc da mesma forma que os agonistas dos [l-receptores. Os
compostos deste grupo incluem a amrinoni e amilrinoni, que sdo quimica e farmacologicamente

muito semelhantes.

55 AMP

AMPc €AC
Sildenafil

PDES

Figura 7. Esquema representativo do “cross-talk” entre a PDE3 e PDES
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As diferentes combinagbes da expressio de PDE3 e PDES nos midcitos e células do
musculo vascular liso podem estabelecer a seletividade dos efeitos nessas células ou servir como
amplificador de sinais. Em tecidos contendo ambas PDE3 e PDES5, sildenafil pode indiretamente
aumentar as concentragdes de AMPc através da inibic8o indireta da PDE3 pelo aumento das

concentragdes de GMPc (REFFELMANN e KLONER, 2003). (Figura 7)

3.4. Disfunciio Endotelial e Comprometimento Cardiaco

A disfun¢io endotelial, definida como a redugio na biodisponibilidade de NO. esta
associada a varios dos fatores de risco das doengas cardiovasculares e disfungio erétil. A ampla
utilizagdo de citrato de sildenafil em pacientes com disfuncdo erétil e doencas cardiovasculares
tém resultado em um nimero consideravel de estudos que investigam a seguranca cardiovascular
e o papel funcional da via oxido nitrico/GMPc/fosfodiesterase-5 no sistema cardiovascular. Além
disso, estratégias terapéuticas vém sendo investigadas com a possibilidade da inibi¢io da PDES
ser benéfica em patologias como insuficiéncia cardiaca (SENZAKI et al, 2001), isquemia
cardiaca (OCKAILI et al., 2002) e hipertrofia cardiaca (TAKIMOTO et al., 2005).

Em modelos animais, os mecanismos hemodindmicos envolvidos na resposta a inibicio da
sintese do NO pela administracio aguda da L-NAME tém sido bastante estudados na ultima
década (REES et al., 1989; REES et al, 1990, ZAPPELLINI et al., 1997). Menos estudadas sio
as alteragdes cardiovasculares induzidas cronicamente por inibidores de NO. Na década passada,
foi descrito um modelo de miocardiopatia em ratos, induzida pela administragdo oral cronica de
L-NAME (MORENO et al., 1996; SAMPAIO et al, 2002), cujas alteragdes morfologicas e
funcionals se superpdem, em alguns aspectos, ac comprometimento do coragio na hipertensio
arterial grave em humanos. Neste modelo experimental, a administracio simultdnea de enalapril,

um inibidor da enzima conversora de angiotensina, demonstrou que, embora parcialmente eficaz
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na prevengdo do desenvolvimento de hipertensdo arterial ¢ de hipertrofia cardiaca, ndo previne a
instalagio de lesGes isquémicas no miocardio (MORENC et al, 1993). Isto demonstra uma
dissociac@o entre fatores que regulam a liberagdo de NO em nivel sistémico e miocardico, bem
como sugere a importancia do mesmo na auto-regulacio coronaria. Posteriormente, outro estudo
reforcou esta hipotese, demonstrando que a inibicio aguda da sintese de NO causa infartos
miocardicos associados a reducdo de fluxo coronariano (MORENO et al., 1997). Isto, talvez
possa ser a base fisiopatologica para uma melhor compreensic de quadros de insuficiéncias
cardiaca e coronariana em humanos,

Estudos recentes tém demonstrado que o sildenafil atua por mecanismos secundarios
independentes da via NO/GMPc (DISHY et al., 2001; MCAULEY et al , 2001: MOCHIDA et al,
2002) e/ou atraves da sinalizacio intracelular (BISCHOFF ¢ SCHNEIDER, 2001} melhorando a
disfungdo endotelial apresentando efeito cardioprotetor em modelos experimentais de isquemia-
reperfusdo (OCKAILI et al., 2002). Outros autores tém demonstrado que a sintese aumentada de
GMPc intracelular contribui para a reducdio da respounsividade cardiaca simpatica (SHAH et al,
1994, VILA-PETROEFF et al., 1999), levantando-se a hipotese de que a regulagiio do GMPc no
coragdo possa potencialmente modular alteragdes nos estimulos B-adrenérgicos e reduzir a sintese
de enzimas por abolir esta via de ativagio de mecanismos relacionada & insuficiéncia cardiaca,
contribut para a resposta -adrenérgica alterada nesta sindrome (SENZAKI et al., 2001).

O sildenafil produz relaxamento de segmentos de artérias coronarias epicardicas isoladas
de cies por causar acumulo de GMPc (JACKSON, 2001) A droga também tende a aumentar o
fluxo sanguineo miocardico no exercicio e no repouso (TRAVERSE et al., 2000) e ndc altera a
freqiéncia de pico do fluxo coronariano (CHEN et al, 2000). Como um potente e seletivo
inibidor especifico da guanosina monofosfato, o citrato sildenafil é seguro e eficaz em homens

com disfung@o erétil de diversas etiologias, incluindo pacientes com doencas cardiovasculares

7F



Srlrodugde

(CHEITLIN et al, 1999). O farmaco também ndo causa altera¢des no fluxe coronariano, mas tem
efeito positivo na reserva de fluxo em homens com severa doenca arterial coronariana. Junto a
estes achados e outros estudos, estes dados sugerem que a fosfodiesterase 5 possa ter importante
papel na regulag@o do fluxo coronariano em individuos sadios e portadores de doenga cardiaca
(JACKSON, 2001). Mas o inibidor da PDES, sildenafil, largamente utilizado na disfuncio erétil
em humanos, tem seus efeitos cardiovasculares desconhecidos no modelo de miocardiopatia
hipertensiva induzida pela inibig8o crénica da sintese de NO.

A base racional para este projeto ¢ a hipotese de que o sildenafil, por aumentar a
disponibilidade de GMPc, possa ter efeitos cardiovasculares benéficos na inibigdo cronica da

sintese de NO que reduz os niveis de GMP¢ no musculo cardiaco e vascular.
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Opelsvos

1. Objetivo Geral

Avaliar se a inibi¢io da fosfodiesterase 3 (PDES) pelo citrato de sildenafil previne e/ou
reverte as alteragbes cardiovasculares descritas no modelo de miocardiopatia hipertensiva

induzida pela inibigdo cronica da sintese de NO em ratos Wistar.

1.2 Objetivos Especificos

® Caracterizar a participagdo das fosfodiesterases no modelo de inibi¢io cronica da
sintese de Oxido nitrico através de avaliagdes hemodinimicas da pressdo arterial, freqiiéncia

cardiaca e débito cardiaco.

® Estudar os efeitos da iibigdo cronica da PDES nas lesdes miocardicas e remodelamento

cardiaco caracteristicos deste modelo experimental.

® Avaliar a expressio das enzimas PDE3 e PDES no tecido cardiaco destes animais.
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Materinis o Motodes

I. Consideracdes Gerais

Para o presente estudo foram utilizados ratos machos da cepa Wistar provenientes do
CEMIB da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com 8 a 10 semanas de idade,
pesando entre 150 e 200 gramas, quando do inicio do estudo. Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas, em nimero maximo de 5 animais por unidade. Os animais receberam agua e
racdo Purina (contendo 2.3 mg de sddio por grama de racio) “ad Hibitum”. Um balango hidrico
diario permitiu a adequacdo do volume de agua a ser ingerido pelos animais em cada gaiola,
visando a ingestdo total das drogas administradas. O mesmo procedimento foi realizado em
relagdo aos grupos que ndo receberam drogas. Os experimentos descritos aqui foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacfio Animal da instituigdo (CEEA/IB/UNICAMP) e foram
executados em acordo com o NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals e dentro das

normas éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro para Experimentagio Animal (COBEA).

2. Grupos experimentais

Foram estudados 4 grupos experimentais divididos aleatoriamente em:
CONTROLE: ratos que receberam apenas agua fresca;
L-NAME: 20 mg/kg/dia (MORENQO et al., 1993) acrescentados a agua dos bebedouros;
SILDENAFIL: 45 mg/kg/dia(WALKER et al, 1999) acrescentados a agua dos bebedouros;
SILDENAFIL (-24h) + L-NAME: receberam simuitaneamente as duas drogas durante o periodo
de 8 semanas, sendo o sildenafil iniciado 24 h antes do L-NAME.

Antes do inicio do tratamento, a volume médio de ingestdo de liquido por caixa com 3
animais/dia foi determinado por meio de um balango hidrico. Este volume foi utilizado para
diluicio das drogas e era ajustado no decorrer do tratamento e os bebedouros eram trocados

diariamente. Esta metodologia tem sido extensivamente documentada tanto para administragio de
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L-NAME iscladamente (ARNAL et al., 1993; ARNAL et al,, 1992; BERNATOVA et al., 1999,
MORENO et al., 1996, MORENO et al, 1997) quanto para co-administracdo de inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA) (BERNATOVA et al,, 1999: MORENQ et al., 1995;
RHALEB et al, 1994), bloqueadores de canais de calcio (DE OLIVEIRA et al., 1999) e B-
bloqueadores {(PACCA et al., 2002).

Apbs 8 semanas, os animais foram tiveram seus parAmetros bioquimicos e hemodindmicos

avaliados conforme metodologia descrita a seguir.

3. Avaliacio do peso corporal e da pressio arterial de cauda

Previamente ao estudo, e durante 8 semanas apos o inicio do mesmo, os animais foram
pesados duas vezes por semana, utilizando-se uma balanga para pequenos animais (Balanga para
Pequenos Animais, Harvard Apparatus, Inc., MA, USA). Nos mesmos dias, a pressio arterial de
cauda foi avaliada, utilizando-se um manguito colocado em torno da cauda do animal o qual era
conectado a um sensor (Sistema Indireto de Medida de Pressdo Arterial; Harvard Apparatus, Inc..,
MA, USA) (STEWART et al., 1993). Os valores médios das duas medidas semanais do peso

corporal ¢ da pressdo arterial de cauda foram utilizados como representativos de cada semana.

4. Avaliagdes Hemodinamicas
4.1. Avaliacao da pressiio arterial média (PAM)

Ao final do tratamento de & semanas os animais dos grupos experimentais foram
anestesiados com pentobarbital sodico (80mg/kg) e submetidos a cateterizacio da artéria carotida
para registro direto da pressdo arterial e da veia femoral para inje¢do de drogas e manutengio de
anestesia, quando necessaria. Os animais também foram entubados com canula endotraqueal para

assisténcia ventilatoria. A cnula era conectada a um respirador (Pressure Controlled Ventilador
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Kent Scientific 325 Norfolk RD — Litchfield CT 06759 — USA) e durante a cirurgia os animais
foram mantidos com volume corrente de 2,5ml de O, e freqiiéncia respiratéria de
aproximadamente 56 movimentos por minuto.

Os cateteres arteriais e venosos foram mantidos patentes com solugdo de heparina. A
presséo arterial média (PAM) foi monitorada por meio de transdutor de pressio previamente
calibrado. O sinal da PAM foi amplificado, e processado por uma placa analogico-digital
conectada a um computador. Os registros foram analisados pelo programa WINDAQ (DATAQ
Instruments Windag, Version 1.78, Akron, OH, EUA) e Advanced Codas (DATAQ Intruments,

Calc Package, Version 3.19, EUA). (Figura 8)

Transdutor

gde Pressac >

ComputadorWinttag

Amphficador de sinal
&
Placa analdgica

Figura 8. Esquema da aquisigo de dados da PAM por meio de uma interface analégico-digital.
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O programa WINDAQ permite a andlise dos pulsos de pressio batimento-a-batimento,
para obtenc¢do de valores de pressdo arterial sistolica (PAS), pressio arterial diastolica (PAD),
pressdo arterial média (PAM) e FC. A PAM foi obtida a partir da integracdo dos valores de

pressao entre duas detecgbes consecutivas da presséo diastolica. (IRIGOYEN et al | 1991)

4.2, Fluxo Aértico

Apos registro direto de 15 minutos de pressdo arterial sistémica nos animais descritos
anteriormente (item 4.1), realizdvamos a medi¢io do fluxo sangiiineo na raiz da aorta, como
estimativa do débito cardiaco (DC, ml/g/min). Para essa técnica utilizamos sondas ultrassbnicas
(Transonic® Flowprobe — Transonic Systems Inc. NY, EUA) que sdo constituidas por uma placa
acustica refletora em formato de gancho (Figura 9A), com um dispositivo que permite a abertura
e o fechamento, possibilitando o envolvimento do vaso sangiiineo.

Para esta técnica implantamos uma sonda na artéria aorta ascendente, através de uma
incis@o na altura do terceiro espago intercostal direito, através da qual era possivel acessar a
cavidade toracica. A aorta ascendente era dissecada e isolada e a sonda ultrassénica devidamente
posicionada (Figura 9B e C). Apos a colocagdo da sonda a incisio da pele era suturada com fio
de algoddo. (Figura 9D)

Os registros de fluxo adrtico (Figura 10) foram monitorados e gravados durante 15
minutos apos estabilizagio dos mesmos. Para anélise destes registros foi feita utilizando-se os

mesmos programas descritos para a analise da PAM.
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Figura 9. Técnica de determinagfo do fluxo adrtico. Probe do fluxémetro implantado ao redor da
artéria aorta ascendente. (A). A aorta era isolada da artéria pulmonar e cuidadosamente separada
através de pingas cirtirgicas (B) para imediatamente ser delicadamente inserida abertura do probe
do fluxémetro. Confirmdvamos que o vaso estava totalmente envolvido através de suave rotaciio

do probe (C). O cabo era posicionado lateralmente e a toracotomia fechada sobre o probe (D).
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4.3. Resisténcia Vascular Periférica Total (RVPT)
A RVPT (mmHg/ml/g/min) foi estimada através do céleulo da razdo entre a PAM (mmHg),
medida diretamente através da canulagdio da artéria cardtida, ¢ o DC (ml/g/min), obtido

diretamente da medida do fluxo da artéria aorta ascendente. (RVPT = PAM/DC).

29 4 HEOF T

Figara 10. O registro representativo do fluxoe aértico através da implantagiio de um transdutor na

artéria aorta ascendente em ratos Wistar

5. Avaliagdes Histolégicas
5.1. Coleta e processamento dos tecidos

Ao final dos tratarmentos, os animais foram sacrificados por overdose de anestésico
(pentobarbital sodico 100mg/kg) intraperitoneal. Ao mesmo tempo, também foi aplicada heparina
sddica (50U). A perfusio foi realizada através de puncio do ventriculo esquerdo. Inicialmente, foi
feita a perfusio com solugBo salina 0,9% durante 10 minutos para lavagem adequada do sangue

contido nos vasos. Apés, o anirnal fol perfundido com formol tamponado 4% durante 15 minutos,
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para fixagdo completa dos tecidos. Procurou-se manter a pressdo de perfusdo entre 80 e 100
mmHg. Isso ¢ importante para garantir que as artérias fixem com estiramento proximo do
fisiologico.

Em seguida a determinagio dos pesos cardiacos, os ventriculos esquerdos foram cortados
perpendicularmente ao seu maior eixo em 3 anéis equidistante e deixados em formol tamponado
por um periodo aproximado de 24 horas.

Apos o periodo de fixaglo, os tecidos sdo retirados e sdo dispostos em cassetes de plastico
para processamento/inclusdo, sendo os cassetes processados em aparelho autotécnico com ciclo
total de 12 horas (realizando desidratacdo, diafanizacdo e parafinizagio do material). Os tecidos
processados serdo incluidos em parafina utilizando uma central de inclusfo, levados a microtomo

e cortados em 3 um de espessura.

5.2. Determinac¢io da massa miocardica

Apos a perfusdo o coragdo foi removido do torax e dissecado, sendo os atrios dissecados
os ventriculos pesados em uma balanga analitica Mettler (Instrument Corp Highstone N.J., USA)
obtendo-se, assim, o peso cardiaco total (PCt, g). Em seguida, o peso ventricular esquerdo (PVE
g) foi determinado extirpando-se a parede livre do ventriculo direito e pesando-se o tecido
restante (ventriculo esquerdo e septo interventricular). Os pesos do coragio e do ventriculo
esquerdos foram corrigidos para o peso corporal de cada animal ao final do estudo, obtendo-se
assim, respectivamente, o indice do peso cardiaco total (TPCt, mg/g) e o indice do peso ventricular
esquerdo (IPVE, mg/g) (MORENO et al., 1996).

Em seguida os tecidos foram deixados em formol tamponado por um periodo aproximado
de 24 horas, dando continuidade ac processo de preparagdo dos tecidos para analise morfométrica

ou imunohistologica.

&g



Motorinis o Motodos

5.3. Avaliac6es Morfométricas
Apds o corte dos tecidos e as laminas foram coradas com Tricrdmio de Masson e os

pardmetros a seguir analisados por microscopia optica. Foram analisados 5 cortes de cada animal.

5.3.1. Didmetro de Miécito

O didmetro dos cardiomiocitos foi determinado pela medida dos didmetros das células em
cada um dos animais dos diferentes grupos experimentais.. Foi utilizada uma ocular (10x)
contendo uma escala graduada {micrometro ocular) (Microscopy Zeiss, Model Axioskop 2 FS
plus, Carl Zeiss, Inc,, Gottingen, Germany) e objetiva de imersdo de 100x, portanto, com um
aumento final de 1000x. Com esse sistema efetuou-se a medi¢io do didmetro de 15 midcitos de
cada uma das trés regides distintas do ventriculo esquerdo (subendocardica, médio-miocardica e

subepicardica).

5.3.2. Lesdes Miocardicas

As lesdes miocardicas resultantes de infartos, mostrando morte de cardiomiocitos e/ou a
presenca de fibrose, foram estudadas através de microscopia Otica (Microscopio Zeiss, modelo
Axioscop 20, Germany) usando-se a analise estereologica( AHERNE, 1970). O volume relativo
ocupado por cada elemento do ventriculo esquerdo (fibras miocardicas, tecido conjuntivo e vasos)
fo1 medido com uma ocular especial contendo um reticulo de 25 pontos (5 linhas paralelas com 5
pontos cada, kpl 8x, Zeiss, Germany). Para contagem, S0 campos microscopicos serdo avaliados e

o volume relativo (Pp1) ocupado por cada componente sera determinado como se segue:

Ppi=p/P - R,

G0
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onde p € o numero de pontos do reticulo que se superpde a cada componente do coragdo, P € o
numero total de pontos do reticulo e R € o nimero de pontos do reticulo considerados como areas
de artefato técnico (refracgio).

O resultado dessa analise foi expresso como percentual da area de tecido total ocupado

pelas lesdes cardiacas (COELHO-FILHO et al., 2001; RUSS e DEHOFF, 2000; SAMPAIQ et al..

2002; WEIBEL, 1979).

5.3.3. Espessura da Camada Média Vascular

Para determiner as alteragBes na espessura da camada média vascular (CMV) foram
analisadas as artérnias com didmetro externo (DE) < 100 um.

Medidas morfométricas foram realizadas com um sistema Otico eletrénico de analise de
imagem (Kontron 300, UK). A espessura da CMV das artérias do tecido cardiaco foi calculada
atraves da medida dos seguintes pardmetros: 1. Didmetro externo (DE) — didmetro entre as
laminas elasticas externas; ¢ 2. Didmetro interno (DI) - didmetro entre as camadas elasticas
internas. A partir dessas medidas utilizamos a seguinte formula:

CMV = [(DE-DI)/2}/DE

Os valores obtidos da CMV foram expressos em (um). Foi utilizada uma ocular (40x)
contendo uma escala graduada (micrometro ocular) (Microscopy Zeiss, Model Axioskop 2 FS
plus, Carl Zeiss, Inc., Gottingen. Germany}. E com esse sistema efetuou-se a medicio do didmetro

de 15 arténias por lamina.
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5.4. Imunohistoquimica

Os cortes foram desparafinizados em banhos seqiienciais com o solvente Citrisolv™
(substituto do Xilol). Antes da hidratagdo dos tecidos, foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena
com uma solugio de perdxido de hidrogénio e metanol (1:9) por 20 minutos. Apos a hidratagéo,
os tecidos foram lavados em PBS 1X. Previamente a aplicagdo do anticorpo primario, para evitar
a marcacdo inespecifica, fol feito o bloqueio dos epitopos através da incubagdo em soro fetal
bovine (FBS 10% em PBS 1X; 60° em temperatura ambiente) seguido por bloqueic em molico
2,5% (em PBS 1X, 30" em temperatura ambiente).

Os anticorpos primarios usados foram diluidos em solugdo de BSA 2% em PBS 1X como
apresentado na tabela 1. As laminas foram incubadas a 40C por 16 a 18 horas. Apos este periodo,
foram lavadas e incubadas (60" em temperatura ambiente) com seus respectivos anticorpos
secundarios (diluidos 1:1000 em PBS 1X). Como estes anticorpos secundarios usados sdo
biotinilados, foi feita nova incubagio com streptavidina conjugada com peroxidase (1:1000). Esta
incubacgio procedeu-se por mais 60° em temperatura ambiente.

Ao final da seqiiéncia de incubagdes, as ldminas foram lavadas e foi feita a revelagio da
marcagdo dos anticorpos pela reagdo da peroxidase conjugada com o cromogeno 3.3
diaminobenzidina (DAB). A solucgio cromogena usada foi composta por DAB (6 mg), perdxido
de hidrogénio (150 ul) e PBS 1X (10 ml), sempre protegidos da luz. A reagfio foi feita no escuro e
em temperatura ambiente durante 2°, sendo as laminas imediatamente lavadas.

Foi feita contra-coloragiio com hematoxilina (por 307°) e a seguir as laminas foram
desidratadas e montadas. A figura 11 resume a forma de marcacdo e revelacdo da presenca da

proteina de interesse com o usc de anticorpos especificos.
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Tabela 1. Especificagbes dos anticorpos utilizados na técnica de imunohistoquimica.

Anticorpo Anticorpe

Primario Secundério Fabricante Concentracio
Ig G Anti~NOS2 (anti-coelho) (IgG anti-coetho) Zymed - 1:500
IgG Anti-NOS3 (anti-coelho)  (IgG anti-coelho) Zymed 1: 500
IgG Anti-PDE3 (anti-cabra) (IgG anti-cabra) Zymed 1: 300
IgG Anti~PDES (anti-coelho)  (IgG anti-coelho) Zymed 1: 250

A marcaglo nos permitiu obter uma boa nog¢dio da morfologia celular. Os sinais positivos
foram visualizados por microscopia Optica. Na auséncia de anticorpos primdrios (anti-NOS1 e

anti-NOS3), o uso de anticorpos secundédrios (controle negativo) ndo produziu marcagfio

significativa.

1 - Bloqueio ——

2- Ac primario Y

3- Ac secundario bigtinado v
E |

e

4- Streptavidina - Peroxidase

Figura 11. Esquema da técnica de imunohistoquimica

As laminas foram codificadas e avaliadas por dois observadores independentes, em

microscopio optico (Q500YW - LEICA, UK), com aumento de 40x, acoplado a analisador de
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imagem (Quantimet Q500YW - LEICA, UK). Os cortes histologicos foram analisados de forma
qualitativa de todas as laminas e depois analises quantitativas ou semi-quantitativas (sistema de

cruzes) dos parametros que se demonstraram alterados.

5.4.1. Analises quantitativas

Intensidade de marcagdo das imunohistoquimicas foram diretamente medidas utilizando-
se um analisador de imagem (Quantimet Q500YW - LEICA, UK) de alta resoluciio. Pardmetros
relacionados com a intensidade de luz e cor da marcag¢do foram previamente calibrados (GATON
et al, 1999; SAGARA et al,, 1999) . Os valores obtidos foram expressos em unidade arbitraria
(UA).

PDES — Camada Média Vascular - A intensidade de marcagio (IM) foi calculada

através da analise de 10 artérias com DE menor de 50 um. (arteriolas) e 10 artérias com DE maior
que 50 um. Esses valores foram obtidos subtraindo-se da é4rea total (AT) da camada média

vascular do vaso a area marcada (AM) pela reagfio de imunohistoquimica. (IM = AT — AM)

PDES — Discos intercalares - Foram analisados 10 campos do tecido cardiaco, nos
quais foi medida a intensidade de marcagiio de 10 discos intercalares escolhidos aleatoriamente e
calculada uma média por campo. A IM de cada disco foi calculada através da medida da area

utilizando-se um analisador de imagem. (Figura 12)

PDE3 — Camada Adventicia Vascular - Foi utilizada a mesma técnica utilizada

para quaniificar as marcagdes da PDES na CMV descritas acima. (IM = AT — AM)
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5.4.2. Analises semi-quantitativas
A expressio da eNOS e iNOS no tecido cardiaco foi analisada através do sistema de
cruzes, padronizados da seguinte maneira;

Sem marcacdo
+  Marcacio leve

++  Marcagdo moderada

+++ Marcacfo intensa

Figura 12. Foto representativa do célculo da Intensidade de Marcagio (IM) da reacfio de
imunohistoquimica para PDES discos intercalares do miocédrdio. As éareas circuladas em
vermelho representam a drea dos discos intercalares a ser calculada pelo analisador de imagens e

correlacionada com a IM.
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6. GMP ciclico
Amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos de ensaio contendo EDTA para
determinar ©0s niveis plasmaticos de GMP ciclico, usando-se “kit” comercial de ensaio

imunoenzimatico (ELISA, Cayman chemical Co.).

7. Analise estatistica

Para a analise dos resultados foram utilizadas analises de varidncia (ANOVA) para
medidas repetidas e quando os resultados da ANOVA foram significantes, utilizamos o teste de
Bonferroni para analisar as diferencas entre os grupos.

Os resultados foram apresentados como médiatdesvio padrio. Consideramos como

diferengas estatisticas significativas, valores de P < 0,05.
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1. Avaliacio do Peso corporal (PC) e da pressiio arterial de cauda (PAQ)

Apos 8 semanas de tratamento nfo foram observadas diferencas estatisticamente

significantes no ganho de peso dos animais dos grupos Controle, L-NAME, Sildenafil+ L-NAME

e Sildenafil. (Tabela 2)

A administra¢@io de L-NAME causou aumento crescente e significativo na PAC nos ratos
dos grupos L-NAME e L-NAME + Sildenafil quando comparados aos do grupo Controle a partir
da 2° de estudo. A partir da 6° semana, a PAC do grupo L-NAME continuou a aumentar
progressivamente, mas administragdo de citrato de sildenafil simultaneamente ao L-NAME
impediu, a partir da 6° semana, a elevagio progressiva da PAC no grupo L-NAME + Sildenafil,

mostrando valores significativamente reduzidos se comparados ao grupo L-NAME. (Figura 13}

Tabela 2. Peso corporal (PC), Peso cardiaco total (PCt), Indice do peso cardiaco total (IPCt),
Peso do ventriculo esquerdo (PVE), indice do peso do ventriculo esquerdo (IPVE), e Didmetro
de miocito do ventriculo esquerde (DM) nos grupos experimentais apés oito semanas. Os

valores estao representados como média £ SEM.

Controle Sildenafil IL-NAME Léici?ai:
PC(g) 379 + 11 378 £ 7.4 343 £ 11 355+74
PCt (mg) 1046 + 45 993 + 38 1107 + 60 1072 £ 43
IPCt (mg/g) 2.7+03 28%02 3.2401% 20101"
PVE (mg) 682 28 656 25 810+ 17 * 700+ 7 ¢
IPVE (mg/g) 18201 1.8+0.1 24103 % 19109
DM, (pm) 14.0£1.2 13.6+0.4 228+17% 198+1.7*"

*P<(.05 vs Controle; "P<0.05 vs L-NAME.
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Figura 13. Alteragdes na pressdo arterial de cauda (PAC, mmHg) durante as § semanas do

estudo. - Controle (n=15); € - ;Sildenafil (n=15) e

- L-NAME (n=15) ¢ ®- L-NAME +

Sildenafil (n=15). Os pontos representam media + EPM de 15 ratos. *P<0.05 vs grupo Controle.

*P<0.05 vs grupo L-NAME.
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2. Avaliagdes Hemodindmicas

2.1. Pressiio arterial média (PAM)

A administragdo cronica de L-NAME induziu aumento significativo da pressdo arterial média
(PAM, mmHg) nos ratos dos grupos L-NAME (184,1+15.3 mmHg) ¢ L-NAME + Sildenafil
(157.9£11,9 mmHg) quando comparados ao grupo Controle (114,4+16,7 mmHg). A PAM dos
animais do grupo Sildenafil (121,2%19.,1 mmHg) nfo diferiu significativamente do grupo
Controle. A PAM dos animais do grupo L-NAME mostrou-se mais elevada que nos animais do

grupo L-NAME + Sildenafil. (Figura 14)

200 *

[y

e
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i

PAM (mmHg)
2
i

50~

Controle Sildenafil L-NAME L-MAME +
Sildenafil

Figura 14. Valores de pressio arterial média (PAM) obtida por canulagdo da artéria cardtida nos
grupos Controle, L-NAME, Sildenafil e L-NAME + Sildenafil, expressos em mmHg, sob a forma

de X + DP. *P < 0,05 vs. Controle. "P < 0,05 vs. L-NAME.
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2.2. Fluxe Adrtico

G fluxo adrtico foi medido diretamente na raiz da aorta como representativo do débito
cardiaco (DC, ml/min) (Figura 13). Na apresentacfio de nossos resultados, utilizamos o indice
cardiaco (IC, ml/min/g), obtido pela divisio do DC pelo peso corporal de cada animal. A
administragdo cronica de L-NAME causou redugfio significativa do DC nos ratos dos grupos L-
NAME quando comparados com o grupo Controle (0.084 + (.014 ml/min/g vs.. 0.137 + 0.032
ml/min/g, respectivamente). A administragfo concomitante de citrato de sildenafil aumentou o IC
quando comparado ac grupo de animais que recebeu L-NAME isoladamente (0.128 + 0.014
ml/min/g vs. 0.084 = 0.014 ml/min/g, respectivamente), embora ainda reduzido em relaciio ao
grupo Controle (0.117 = 0.014 mVmin/g vs. 0.137 + 0.032 mi/min/g, respectivamente). O IC dos

animais do grupo Sildenafil nfo diferiu do grupo Controle. (Figura 15)

0.3

*

IC (m1/g/min)

{Controle Sildenafil I-NAME L-NAME -+
Sildenafil

Figura 15. Débito cardiaco estimado (IC) nos grupos Controle; L-NAME; Sildenafil e L-NAME

+ Sildenafil. Os valores estdc expressos em ml/g de peso/minuto (ml/g/min) (X = DP). *P < 0,05

vs. Controle; P < 0,05 vs. L-NAME.
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2.3. Resisténcia Vascular Periférica Total (RVPT)

Os resultados indiretamente obtidos demonstraram aumento significante na RVPT
(mmHg/ml/min) nos grupos L-NAME e L-NAME + Sildenafil quando comparados ao grupo
Controle. Nos animais que receberam citrato de sildenafil e L-NAME concomitantemente
também se verificou diferenca significativa nos valores de RVPT. N#o observamos alteragSes de

RVPT no grupo Sildenafil. (Figura 16)
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Figura 16. Avaliagho indireta da resisténcia vascular periférica total (RVPT; mmHg/ml/min) nos
grupos Controle; L-NAME; Sildenafil e Sildenafil+L-NAME. Os valores estio expressos em .

mmHg/ml/min (X + DP). *P < 0,05 vs. Controle; *P < 0,05 vs. L-NAME.

78



Sesulbndns

3. Avaliacdes Histologicas
3.1. Determinacio da massa miecardica

Nido houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos experimentais
Controle, L-NAME, L-NAME + Sildenafil e Sildenafil quando avaliamos o peso cardiaco total
(PCt). O grupo L-NAME apresentou aumento significativo no IPCt, PVE e IPVE quando
comparados ao grupo Controle. O grupo que recebeu sildenafil e L-NAME, simultaneamente,
mostrou significativa redugdo no IPCt, PVE e IPVE quando comparado ao grupo L-NAME (L),
embora sem prevengio total desses pardmetros. A administragio Sildenafil, isoladamente, ndo

alterou esses pardmetros. (Tabela 2)

3.2, Avaliacoes Morfométricas
3.2.1. Didmetro de Miécito
O didmetro dos miocitos (DM, um) no grupo Sildenafil foi similar aos dos animais do
grupo Controle. Ao contrério, o didmetro dos cardiomiécitos nos grupos L-NAME e L-NAME +
Sildenafil estavam aumentados significativamente quando comparados ao grupo Controle
(P<0.05 para ambos). Sildenafil atenuou significativamente a hipertrofia dos cardiomibcitos

causada pela administracio do L-NAME (P<0.05). (Tabela 2)

3.2.2. Areas de Lesiio

As areas de fibrose miocérdica (AF, %) do grupo L-NAME foram significativamente mais
extensas quando comparadas as dos animais do grupo Controle. O grupo que recebeu sildenafil e
L-NAME mostrou significativa redu¢io da fibrose miocardica quando comparado ao grupo L-

NAME, embora sem prevengdo total desse achado histopatoldgico. (Figura 17 e 18)

707



Fesretoncos

60 =
*

)

S

% #
:e *
B 30=

P

=

et

BT
<

Controle  Sjldenafil L-NAME
Sildenafil

Figura 17. Areas de fibrose miocérdica avaliada através de microscopia Otica em cortes
histoldgicos dos coragles de animais dos grupos experimentais Controle (n=10), L-NAME
(n=10), Sildenafil (n=10) ¢ L-NAME + Sildenafil (n=10) apés 8 semanas de tratamento.
Coloragio de Tricrémio de Masson. Os valores estio expressos em % (X = DP). *P < 0,05 vs.

Controle; *P < 0,05 vs. L-NAME.
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Figura 18. Fotos representativas das dreas de les@io observadas nos grupos experimentais apos 8
semanas de tratamento. Efeito cardioprotetor parcial do sildenafil na miocardiopatia hipertensiva
induzida por L-NAME. Os coragdes dos animais tratados com L-NAMFE mostram extensas dreas
de fibrose intersticial. Além da reducfio na drea total de fibrose no grupo L-NAME + Sildenafil

observamos um padrio focal nas lesdes miocéardicas. Hematoxilina-Eosina, 40X,
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3.2.3. Espessura da Camada Média Vascular

A avaliagfo da espessura da CMV mostrou redugdo significativa da espessura da camada
vascular média no grupo Sildenafil quando comparado ao grupo Controle (0.243 + 0.0453 vs.
0.298 + 0.0244 pm, respectivamente). Os grupos L-NAME (0.540 + 0.0294 um) e L-NAME +
Sildenafil (0.408+0.0523 um) apresentaram uma espessura de CMV  significativamente
aumentada em relacdo ao grupo Controle. Por outro lado, os coragdes do grupo L-NAME +
SILDENAFIL apresentaram expressiva redugdo na espessura da CMV em relagdo ao grupo L-

NAME. (Figura 19 ¢ 20)

0.75=

Controle Sildenafil L-NAME IL-NAME +
Sildenafil

Figura 19 Medidas da espessura da camada muscular média vascular (CMV) das artérias
cardiacas dos animais tratados por 8 semanas dos grupos Controle (n=10); L-NAME (n=10);
Sildenafil (n=10) ¢ L-NAME + Sildenafil (n=10). Essa medida levou em conta a relacio da
espessura da CM e a luz dos vasos. Os valores foram expressos em um (X = DP). *P < 0,05 vs..

Controle; *P< 0,05 vs.. L-NAME,
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Figura 2{. Fotos representativas das dreas de hipertrofia da camada vascular média observada nos
grupos L-NAME e L-NAME + Sildenafil, onde observamos o efeito de protecio parcial do

sildenafil na miocardiopatia induzida por L-NAME. Hematoxilina-Fosina, 40X.
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3.3. Imunohistequimica
3.3.1. Analises quantitativas
PDES

A localizagio da PDES no coraglio foi visualizada em cortes de ventriculo esquerdo
incubado com anticorpo IgG anti-PDES resultando em marcagio na camada média vascular e
células endoteliais, mas ndo na camada adventicia dos vasos (artérias e veias). Também
observamos marcagdo nos discos intercalares do tecido miocardico

Nos vasos, a analise Imunohistoquimica mostrou significativa redugio na marcacio da
camada vascular média das arteriola (10 — 50 pm) nos ratos tratados cronicamente com L-NAME
quando comparados aos animais do grupo controle, porém essa reducio foi totalmente restaurada
no grupo de animais que recebeu L-NAME e Sildenafil simultaneamente. Por outro Jado, nos
animais do grupo Sildenafil a marcagio mostrou-se significativamente exacerbadas comparadas
aos outros grupos estudados. (Figura 21)

Nas artérias de maior calibre (< 100 pm), todos os grupos apresentaram o mesmo padrio
de intensidade e marcago, ndo havendo diferenga significativa entre os grupos.

No tecido cardiaco, observamos intensa marcaco nos discos intercalares mas os midcitos
nao apresentaram nenhuma marcagio. No grupo L-NAME, a marcagiio dos discos intercalares
NAME teve uma redugdo significativa quando comparado ao grupo Controle. No grupo
Sildenafil, observamos um aumento significativo na intensidade de marcagio se comparado ao
grupo Controle. Finalmente, o padrdo e a intensidade de marcagdo encontrados no grupo L-

NAME + Sildenafil ndo diferiram estatisticamente do grupo Controle. (Figura 22)
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Figura 21. Imunohistoquimica para PDES no tecido cardiaco. A. Grafico com resultados da
andlise quantitativa da intensidade de marcagdo na CML de vasos de pequeno calibre (10-50pum).
B. Fotos representativas dos grupos estudados. Os valores estdo expressos em Unidade Arbitraria

(UA) (X + DP). ¥P < 0,05 vs. Controle. *P < 0,05 vs.. L-NAME.
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Figura 22. Imunohistoquimica para PDES no tecido cardiaco. A. Grafico com resultados da
andlise quantitativa da intensidade de marcacio nos Discos Intercalares do tecido cardiaco. B.
Fotos representativas dos grupos estudados. Os valores estdio expressos em Unidade Arbitrdria

(UA) (X = DP). *P < 0,05 vs. Controle. *P < 0,05 vs.. L-NAME
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PDE3
Ao analisarmos a marcacdo das PDE3 nos coragdes dos animais dos grupos estudados,
observamos que a marcagdo para esta enzima estava nitidamente na camada adventicia dos vasos
(velas e artérias). O endotélio vascular apresentou marcacfio positiva para PDE3, mas de forma

menos intensa.

Os midcitos apresentaram suave marcagdo positiva para PDE3, mas nfio houve variacio na
intensidade ou local de marcagdo entre os grupos experimentais. Por outro lado, nos grapos L-
NAME ¢ L-NAME+Sildenafil observamos intensa marcagio nas areas de lesdes e tecido
reparativo. (Figura 23)

Na andlise quantitativa da intensidade de marcagfio na camada adventicia dos vasos,
observamos diferenga no grupc Sildenafil, que apresentou marcagio significativamente
aumentada. Os demais grupos apresentaram mesmo padrfio e intensidade de marcagfo. Esse
aumento na intensidade de marcagfo apresentou-se tanto nos vasos de menor quanto nos de maior

calibre. (Figura 24)

Figura 21. Imunohistoquimica para PDE3 no musculo cardiaco. Fotos representativas da

marcagdo positiva nas ares de lesfo e tecido reparativo. Hematoxilina, 100x.
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Figura 24. Imunohistoquimica para PDE3 no tecido cardiaco. A. Grafico da anélise quantitativa

da intensidade de marcacfic na Camada Adventicia dos vasos do'tecido cardiaco. B. Fotos

representativas dos grupos estudados. Os valores estdo expressos em Unidade Arbitraria de

Medida (UAM) (X + DP). *P < 0,05 vs. Controle. “P < 0,05 vs. L-NAME
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4. GMPc¢ Plasmatico

As dosagens bioquimicas de GMPc¢ plasmatico (pg/ml) mosiraram que o grupo L-NAME
teve uma redugfo significativa quando comparado ao grupo Controle. No grupo Sildenafil,
observou-se aumento significativo nos niveis de GMPc plasmatico se comparado ao grupo
Controle. Finalmente, os valores encontrados no grupo L-NAME + Sildenafil ndo diferiram

estatisticamente do grupo Controle. (Figura 25)

10.0=

=~
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GMPc (pmol/ml)

Controle Sildenafil L-NAME I-NAME +
Sildenafi!l

Figura 25. Quantificacio do GMPc plasmético (ELISA) ap6s 8 semanas de tratamento grupos
Controle; IL-NAME; Sildenafil e L-NAME + Sildenafil. Os valores estdo expressos em pmol/ml

(£ DP). *P < 0,05 vs. Controle. *P < 0,05 vs.. L-NAME.
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3.3.2. Analises semi - quantitativas
eNOS

No grupo Sildenafil houve uma leve redugio na expressdo da enzima eNOS nas
c€lulas endoteliais. Nos demais grupos a expressio dessa enzima niio mostrou alteragdes

mantendo uma intensidade moderada de marcagio. (Tabela 3)

Tabela 3. Quantificagdo semi-quantitativa da expressfio da enzima eNOS nas células endoteliais

dos vasos do tecido cardiaco.

Controle Sildenafil L-NAME L-NAME +
Sildenafil
Cé‘“if_‘s ] b + 4+ e
endoteliais
iNOS

Nido observamos alteragdes na expressdo da enzima iNOS entre os grupos

experimentais deste estudo. A intensidade de marcagfo foi muito fraca (+) em todos os grupos.
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Dhiscussis

A inibi¢do cronica da NOS por L-NAME (PALMER et al., 1988; PALMEFER et al., 1987;
REES et al,, 1989) € um modelo de hipertensdo muito bem estabelecido caracterizado por severa
e progressiva elevagio na pressdo arterial (ARINAL et al., 1993; BAYLIS et al., 1992; MORENQO
JUNIOR et al, 1994; RIBEIRO et al, 1992) associada com reducio do fluxo coronario
(MORENO et al., 1997) e débito cardiaco (AMRANI et al., 1992: JOVER et al.. 1993 }, aumento
da RVPT (HERITY et al, 1994, HUANG et al, 1995) e diminuicdo do relaxamento vascular
(HOLECYOVA et al., 1996). Hipertrofia cardiaca (MORENO et al., 1996), aumento do diametro
de miocito (NUMAGUCHI et al, 1995) e remodelamento miocardico e vascular (aumento da
relagio entre a parede vascular e o lamen do vaso e fibrose perivascular) (HUANG et al., 1995,
LI e SCHIFFRIN, 1994) também sdo descritos como caracteristicas deste modelo. As alteracdes
miocardicas consistem em extensas areas de fibrose e necrose miocardicas, especialmente nas
regides subendocardicas (MORENO et al., 1996). As concentracdes de GMPc iniracelular estio
geralmente reduzidas (DENG et al, 1993). Além disso, o tratamento crénico com L-NAME
resulta em significante redugdo do fluxo sangiiineo do coragdo, pulmio, figado, diafragma,
musculo esquelético e rins (HUANG et al,, 1995), necrose dos glomérulos com conseqiiente
queda na filtragdo glomerular (BAYLIS et al,, 1992; ZATZ e BAYLIS, 1998).
cronica da sintese de NO por L-NAME (administragdo oral) com aumento significativo na
pressdo arterial média (PAM) quando comparados ao grupo CONTROLE (BAYLIS et al., 1992;
RIBEIRQC et al., 1992). Embora a inibigdo da PDES5 eleve os niveis de concentragio do GMPc,
um mediador da vasodilatacgdo (WALDMAN e MURAD, 1988), nio observamos em nosso
trabalho qualquer efeito isolado do sildenafil na PAM de ratos normotensos quando administrado
cromcamente, quer durante o periodo de estudo (PA cauda), quer apés 8 semanas (PAM intra-

arterial em ratos anestesiados), embora descrito por outros pesquisadores em espécies distintas de
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mamiferos (ISHIZUKA et al, 2000; OCKAILI et al, 2002; YOO et al, 2002), inclusive em
humanos (CHEITLIN et al, 1999; CHIU e REID, 2002; JACKSON et al,, 1999; KLONER ¢
ZUSMAN, 1999; MAHMUD et al., 2001). Nos animais tratados, concomitantemente, com citrato
de sildenafil ¢ L-NAME observamos uma significativa atenuagdo da PAM ap0s a 6% semana de
tratamento. Essa queda na pressfo arterial estava associada com significativa reducio da RVPT.
Sildenafil também restaurou parcialmente a diminui¢do no DC em ratos tratados com L-NAME.

Mecanismos de adaptag@o entre as atividades dos sistemas da PD5/GMPc e do sistema
simpatico podem constituir uma explicacio para o efeito moderado do farmaco sobre a PAM
obtido em nosso trabalho. O aumento da ativagdo simpatica causado pela administragio crénica
de sildenafil (PHILLIPS et al., 2000) seria uma importante resposta compensatoria aos efeitos
vasodilatadores do farmaco (CREMERS et al., 2063; GILLIES et al.,, 2002; KATZ et al., 2000;
NAKATSU e DIAMOND, 1989; RYBALKIN et al., 2003) suficiente para manter a PAM sem
causar taquicardia reflexa. Ratos tratados cronicamente com L-NAME apresentam atividade
simpatica exacerbada (FIORINQ, 2004) e neste caso, o efeito vasodilatador do sildenafil sera
capaz de melhorar a perfusdo dos 6rgéos e reduzir a PAM de forma mais acentuada (ARORA et
al., 1999, CHEITLIN et al., 1999), como observamos no grupo L-NAME + sildenafil. O efeito
estimulatorio que o sildenafil exerce sobre a secre¢@o de renina (CHIU e REID, 2002) ¢ outra
hipotese a ser levada em conta, esta acdo poderia ajudar a explicar porque o sildenafil
normalmente apresenta efeitos moderados sobre a PAM (CHEITLIN et al, 1999; JACKSON et
al., 1999; KLONER e ZUSMAN, 1999} apesar da PDES estar amplamente distribuida nos
tecidos vasculares (BEAVO, 1995; BOOLELL et al., 1996; SAMPSON et al., 2001; WALLIS et
al., 1999).

A reducdo da RVPT provavelmente esta relacionada com a inibigdo da PDES em vasos

arteriais de resisténcia (CREMERS et al., 2003; KLONER, 2004) e aumento na complacéncia

777



Dsowsadin

venosa (JACKSON et al,, 1999). O sildenafil pode causar relaxamento do musculo vascular liso
atraves da acentuada elevaglo nos niveis de GMP¢ (MEDINA et al., 2000; MEDINA et al., 2002:
VALLANCE, 1996, WALLIS et al., 1999) e/ou redugiio da concentracio intracelular de Ca™ ou
da sensibilidade ao Ca™ (MOCHIDA et al., 2002; SCHLOSSMANN et al., 2003). Sildenafil tem
demonstrado alterar pardmetros hemodindmicos em humanos (HERRMANN et al., 2000:
JACKSON et al, 1999, MALOZOWSKI ¢ SAHLROOT, 2000; TRAVERSE et al., 2000), mas
sua atividade vascular ja era prevista, uma vez que foi sintetizado como uma possivel nova droga
antianginosa (KL.ONER e ZUSMAN, 1999).

Embora o endotélio coronariano seja o principal responsavel pela produgio fisiologica de
NO no coragao (PINSKY et al, 1997, SHAH e MACCARTHY, 2000), NO também pode ser
sintetizado dentro dos préprios midcitos (produgdo autdcrina) pela eNOS (BALLIGAND et al |
1993; BALLIGAND et al , 1995). A regulagdo dinimica da sintese de NO no coracdo é dindmica,
controlada batimento a batimento, aparentemente em resposta a alteracdes no fluxo coronario e
resisténcia miocardica (PINSKY et al., 1997). Até recentemente, os efeitos do NO no coracio
eram descritos como inotropicos negativos, mediados principalmente através de mecanismos
relacionados com o GMPc, tais como redu¢do do influxo de Ca™ por canais tipo L, mediada pela
ativacdo de PDEs (HAN et al,, 1995; MERY et al, 1993) ou PKG e/ou fosfatases (MERY et al.,
1991, WAHLER e DOLLINGER, 1995). Apesar disso, diversos estudos tém mostrado que sob
certas condigdes doadores de NO sdo capazes de aumentar a contratilidade miocardica (KOJDA
et al, 1996; MOHAN et al, 1996) e que a produgdic basal intracardiaca de NO aumenta
significantemente a resposta (for¢a) de Frank-Starling no coracdo isolado (PRENDERGAST et
al,, 1997). Esse aumento de contratilidade pela via NO/GMPc ocorre pelo aumento dos niveis
intracelulares de AMPc devido & inibigo da PDE3 (KOJDA et al, 1996) por elevacbes nas

concentragdes de GMPc.
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Esses efeitos da sinalizagdo do GMPc no coragdo, além dos efeitos vasculares, podem nos
ajudar a explicar as alteragdes no débito cardiaco através de outras a¢des da imbicdo da PDES.
Sildenafil eleva as concentragdes de GMPc por inibir a sua hidrolise (WALLIS et al., 1999),
porém um dos mecanismos de agdo propostos para o GMPc é o de inibir alguns tipos de PDE
reguladas por GMPc (FEIL et al., 2003; MAURICE, 2003; MAURICE et al, 2003), dessa forma
a inibigdo da PDES inibiria de forma indireta a PDE3 (VILA-PETROFF et al., 1999; WALLIS et
al, 1999) e causando um aumento nas concentracdes de AMPc. Sendo assim, o aumento no
débito cardiaco observado no grupo L-NAME + sildenafil pode ser atribuido a um efeito
inotropico positivo resultante da utilizagdo do sildenafil (STIEF et al., 2000, SUGIYAMA et al ,
2002). Por estar expressa em grandes quantidades no tecido cardiaco, inibicdo da PDE3 causa
substancial aumento na contratilidade cardiaca (BEAVO, 1995). Isso ocorre através de um
aumento na corrente de Ca'* devido a fosforilagio dependente de AMPc e ativagio dos canais de
calcio voltagem-dependente da membrana plasmatica dos cardiomidcitos (REEVES e
ENGLAND, 1990). O desenvolvimento de miocardiopatia dilatada estd associado com uma
diminuigdo da expressdo dos genes e da atividade da PDE3 (SMITH et al., 1997) ¢ a utilizaco de
inibidores seletivos da PDE3 no tratamento da insuficiéncia cardiaca ja esta bem estabelecido
(JASKI et al., 1985, SHAKAR et al,, 1998).

A associacdo de hipertensio arterial (HA) e alteracbes cardiovasculares como: hipertrofia,
fibrose intersticial e perivascular, necrose miocérdica e alteragdes vasculares induzidas pela
inibi¢do cronica da sintese de NO foram previamente descritas por nosso grupo (MORENO et al.,
1996; MORENO et al.,, 1997, SAMPAIOQO et al., 2002) e por outros autores. (ARNAL et al, 1993;
ARNAL et al,, 1992; BABAL et al, 1997, BERNATOVA et al., 1999; BERNATOVA et al.,
1999; BREDE et al., 2003; JOVER et al., 1993; PECHANOVA et al, 1999; SIMKO et al.,

2004). Nossos resultados da pesagem do coracdo, VE e célculo dos respectivos indices vao de
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encontro aos dados da literatura mostrando diferenca significativa entre os grupos experimentais,
com nitida hipertrofia cardiaca no grupo L-NAME. O tratamento com sildenafil conseguiu uma
prevengo parcial destas alteragdes. Além disso, os resultados da avaliacio de desenvolvimento e
prevengdo de hipertrofia cardiaca pela quantificagdo dos didmetros de miocitos por microscopia
Gtica nos mostram uma hipertrofia acentuada no grupo L-NAME que foi parcialmente prevenida
quando os animais receberdo sildenafil simultaneamente. A reducio da HA e a restauracio
mesmo que parcial do IC ja contribuem para atenuar o remodelamento cardiaco e a disfuncio
cardiaca associada a miocardiopatia hipertensiva induzidas por L-NAME. Mas podemos atribuir
parte desses resultados a um efeito cardioprotetor induzido pelo tratamento crénico com
sildenafil (KUKREJA et al, 2004). Outros trabaihos tém descrito efeitos cardioprotetores
induzidos pela inibigdo cronica da PDES em modelos agudos de isquemia e reperfusio
(OCKAILI et al, 2002) e hipotetizam que a agdio vasodilatadora do sildenafil possa ter
potencialmente liberado mediadores endogenos tais como adenosina ou bradicinina das células
endoteliais , que podem ter aumentado a cascata de sinalizagio resultando na fosforilagio da
NOS e liberagdo de NO. Neste mesmo trabalho, sildenafil ndo alterou o fluxo coronariano pré- ou
pos-isquenna, indicando que seu efeito cardioprotetor pode ser independente do seu efeito
vascular. Takimoto e colaboradores (TAKIMOTO et al., 2005) também descrevem os efeitos
cardioprotetores do sildenafil na hipertrofia cardiaca e acreditam na participagio da PDES em
diversos mecanismos hipertréficos e que sua inibigdo possa impedir, pelo menos em parte, a
hipertrofia cardiaca.

“Cross-talk” entre GMPc e AMPc (VILA-PETROFF et al., 1999) também pode colaborar
no efeito de protegio ao miocardio observado. A presenca de fosfodiesterase 5 em
cardiomiocitos, um pré-requisito para essa teoria, & controversa, mas alguns trabalhos mostram

evidéncias da expressdo da PDES em cardiomidcitos de cies (SENZAKI et al., 2001) e aumento
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do GMPc em experimentos de orgdo isolado com tecido cardiaco humano (MUIRHEAD et al.,
2002). Um aumento do AMPc induzido pelo sildenafil (STIEF et al., 2000) pode ser uma das
explica¢Oes para aiguns dos efeitos cardiovasculares observados em nosso estudo e relatados em
outros trabalhos (CHEITLIN et al, 1999, SPEAKMAN e KLONER, 1999). Esses achados
reforcam nossa hipoOtese inicial de trabalho de que os efeitos cardiovasculares relacionados 2
inibicdo da PDES possam ser devidos & interagio das vias dos segundos mensageiros AMPc ¢
GMPc (MOVSESIAN e ALHARETHI, 2002; VILA-PETROFF et al, 1999). Esta interagio ¢
proposta, inclusive, para os efeitos da inibi¢io da PDES5 no tratamento da disfuncdo erétil
{(UCKERT et al., 2004).

A PDE3, pode se diferenciar das outras PDEs por sua alta afinidade tanto pelo AMPc
quanto pelo GMPc, com valores de K, em torno de 0.1-0.8 uM para AMPc, sendo 4-10 vezes
mais alto do que para GMPc (BEAVO, 1995; CONTI et al, 1995; DEGERMAN et al., 1997).
Dessa forma, AMPc ¢ GMPc sdo substratos que competem pela PDE3, diferenciando-a da
isoforma PDE4 que também apresenta alta afinidade pelo AMPc, mas nfio pode ser inibida pelo
GMPc (DEGERMAN et al., 1997).

A prevencdo do remodelamento da camada média vascular pode ser explicada pelos
efeitos antiproliferativos do GMPc nas células do musculo liso {ABELL et al., 1989; FURUYA
et al., 1991; GARG e HASSID, 1989; KARIYA et al, 1989; NAKAKI et al., 1990) que sio
exacerbados pelo cross-falk entre PDE3 e PDES. Ambos os nucleotideos, GMPc¢ ¢ AMPc, inibem
a proliferagdo das células do MVL (LLOYD-JONES e BLOCH, 1996; LOESBERG et al., 1985,
SARKAR et al, 1997, SARKAR e WEBB, 1998). Além dos seus efeitos inibitérios na
proliferagio de células do musculo liso, AMPc e GMPc também inibem a migracdo das células
do musculo liso (BORNFELDT et al., 1995, DUBEY et al, 1995; PALMER et al.. 1998:

SARKAR et al, 1996} e a sintese de algumas matrizes extracelular (DEY et al., 1998; KAJI et
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al., 1996; PASSARETTI et al., 1996). Dessa forma, elevados niveis de AMPc e GMPc parecem
agir em sinergismo e inibir muitas das respostas das células do MVL 2 lesdio arterial e, talvez,
manter a contratilidade e o fenotipo antiproliferativo (BOERTH et al,, 1997).

O aumento de GMPc plasmitico devido a inibigdo da fosfodiesterase 5 pode ser o
responsavel pelo relaxamento das células do musculo vascular liso e conseqiiente vasodilatagio
arterial sistémica (ISHIZUKA et al., 2000; MAURICE, 2003; MAURICE et al., 2003; MEDINA
et al., 2000). Este mecanismo pode refletir também o aumento de GMPc no masculo vascular liso
(BIVALACQUA et al, 2004; CORBIN e FRANCIS, 2003) e no miocardio (DAS et al., 2002).
Demonstrando que os mecanismos NO-GMPc tém um importante papel na regulagiio da pressio
arterial e que doses terapéuticas de sildenafil usadas no tratamento da disfungfio erétil podem ter
efeitos significativos na hemodinamica. A quantificagio de GMPc plasmatico mostra que o
sildenafil restaura os niveis plasmaticos de GMPc nos animais do grupo L-NAME + Sildenafil. O
aumento deste nucleotideo ciclico promove a ativagdo de PKs que, por sua vez, levam a
fosforilagdo de diferentes tipos de substratos, regulando iniimeras respostas celulares (PERRY ¢
HIGGS, 1998). Também podemos observar a importincia da PDES na manutencio e controle
cardiovascular através do grupo L-NAME.

O tratamento cronico com L-NAME reduz os niveis de GMPc significativamente
(ARNAL et al, 1992; DENG et al, 1993; PECHANOVA e BERNATOVA, 1996:
PECHANOVA et al., 1999) e sugere que neste modelo, outros mecanismos de formacdo de
GMPc, tais como mecanismo peptideo atrial natriurético/guanilato ciclase particulada, sdo
incapazes de compensar a deficiéncia na formacgfio do GMPc resultante da inibicio da NOS.
Além disso, a imbicdo crénica da sintese de NO reduz os niveis circulantes de ANF e a infusio
de ANF em ratos L-NAME ¢ incapaz de restaurar estes niveis de ANF, indicando que os niveis

de GMFPc dependem principalmente da atividade da guanilato ciclase solivel (ARNAL et al..
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1992). Dessa forma, as alteragdes da guanilato ciclase particulada podem ser de pouca
importdncia na no actmulo vascular de GMPc. Uhlenius e a/ (UHLENIUS et al, 1996)
demonstrou que apesar de em alguns estudos os niveis de ANF permanecerem inalterados apos
12 semanas de tratamento com L-NAME, os niveis de GMPc foram sigmficativamente reduzidos
nesses animais. Por outro lado, Lee ef al. (LEE et al, 2002) demonstrou que havendo um
aumento nos niveis de ANF nesse modelo de hipertensio, a atividade da guanilato ciclase
particulada estava reduzida como resultado de um mecanismo de “down-regulation” dos
receptores de ANF, NPR-A e NPR-C. Yoshimoto ¢t al (YOSHIMOTO et al, 1995) também
demonstrou que a expressdo vascular do RNAm de NPR-A estava diminuida na HA induzida
pela inibigdo cromica da sintase de NO. Estes estudos indicam que ANF nd3o contribui
significativamente para os efeitos benéficos da utilizagdo cronica do inibidor de PDES.
Observamos reducéo significativa nas areas de lesdo dos animais do grupo L-NAME +
sildenafil em comparac@o ao grupo L-NAME. Esses efeitos podem ser consequentes a intbigéio da
PDES pelo sildenafil no miocardio isquémico neste modelo de miocardiopatia hipertensiva, com
efeitos vasodilatadores, arterial e venoso, reduzindo pré- e pos-carga(MEHTA et al., 1988) ou
mantendo a perfusdo coronariana adequada (REFFELMANN e KLONER, 2003) Qutra hipotese
¢é a de que o stldenafil estimule a liberacio de fatores tais como bradicinina ou NO com efeitos
cardioprotetores no miocardio (TSCHOPE et al., 2004; VEERAVALLI et al., 2003). Da mesma
forma, Ockilli et al. (2002) demonstraram efeitos cardioprotetores induzidos pelo sildenafil, via
canais de potassio, em modelo animal de infarto por isquemia de reperfusdo. Por outro lado,
Reffelmann e Kloner (2003), em modelo semelhante (coelhos anestesiados), observaram redugéo
de pré-carga e pds-carga, bem como na contratilidade do ventriculo esquerdo, sem atenuar ou

exacerbar a necrose miocardica e a disfuncio microvascular.
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OUs mesmos mecanismos propostos acima podem explicar como a administracdo crnica
de sildenafil juntamente com L-NAME causou redugio da RVPT e da pressio arterial com
restauracdo parcial do débito cardiaco nos animais desse grupo. Nossos resultados vém ao
encontro com achados descritos por outros autores, tanto animais (SHEKERDEMIAN et al.,
2004) quanto em humanos (MANFROI et al., 2003). Outro estudo (JACKSON et al., 1999) ndo
observou altera¢Oes significativas nas medidas destes indices cardiacos, isso talvez possa ser
explicado devido a auséncia de efeito inotropico do sildenafil nas doses administradas (GILLIES
et al., 2002).

Nossas analises imunohistologicas mostram uma redugio significativa na expressio da
PDES5 nos vasos de resisténcia do grupo L-NAME e um aumento também significativo no grupo
sildenafil. Isso ocorre por mecanismo de controle de feedback negativo (MANGANIELLO e
DEGERMAN, 1999). Desta forma, podemos afirmar que as PDE controlam e sdo controladas
pelas concentragdes de nucleotideos ciclicos intracelulares. Porém os tipos de mecanismos de
controle envolvidos nessa resposta de feedback variam com o tempo. Um aumento agudo nas
concentragbes de AMPc, por exemplo, ativa a PK dependente de AMPc que fosforila a PDE3 que
degrada 0 AMPc. Quando o aumento € crdnico a resposta também acontece como feedback
negativo, mas pelo aumento na transcricdo do gene da enzima a ser ativada, resultando
indiretamente em aumento de atividade enzimatica (FRANCIS et al., 2001). A presenca de PDES
nos vasos cardiacos confirma a importincia fisiologica da PDES5 na regulagio do ténus do
musculo liso vascular e manutengdo das fungdes hemodindmicas. Por outro lado ha necessidade
de maiores estudos com relacio a atividade enzimética nesses tecidos.

Curiosamente observamos em nosso trabalho marcacio intensa de PDES nos discos
intercalares do tecido cardiaco. Essa expressdo estava significativamente diminuida no grupo L-

NAME e significativamente aumentada no grupo sildenafil Os animais que foram tratados
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simultaneamente com sildenafil e L-NAME nio apresentaram altera¢des na marcagio da PDES.
Esse resultado pode ajudar a explicar os resultados hemodindmicos obtidos em nosso trabalho.
Além de colaborar para o melhor entendimento da expressdo da PDES no coracgdo, pois esse
ponto permanece controvertido (DUNKERLEY et al, 2002; GIORDANO et al, 2001;
LOUGHNEY et al., 1998, MCALLISTER-LUCAS et al., 1995; MOVSESIAN, 2000; PANG,
1992; RYBALKIN e BORNFELDT, 1999; RYBALKIN et al., 1997, RYBALKIN et al., 2003;
SENZAKI et al, 2001; WALLIS et al, 1999), apesar de alguns estudos demonstrarem fortes
evidéncias da expressio do gene da PDES no coragio humano (SENZAKI et al. 2001;
YANAKA et al., 1998) e de outras espécies (GIORDANO et al., 2001); além da presenga de
atividade de PDES em extratos de tecido cardiaco humano (CORBIN et al., 2003). Nossos dados
porem sd0 bem estabelecidos quanto a expressdo de PDES nos discos intercalares do miocardio,
porem estudos para determinar a atividade dessa enzima sfo necessarios para maior entendimento

da sinalizagdo do GMPc no corago e dos efeitos cardiacos da inibi¢io cronica da PDES.
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Conctidbes

Nossos resultados demonstram que a administragio cronica de sildenafil altera os padries
hemodinamicos e histoldlgicos do modelo de miocardiopatia hipertensiva induzida pela inibicio
da sintese de NO por L-NAME. Isso pode ser evidenciado através das seguintes observagdes:

1. A inibigdo da PDES restaura parcialmente os padrdes hemodinamicos, avaliados
através da PA, DC e RVPT, no modelo de inibigio cronica da sintese de NO.

2. A biodisponibilidade de GMPc, nos animais do grupo L-NAME + sildenafil, é
totalmente restaurada apOs 8 semanas de tratamento.

3. A administragdo cronica de citrato de sildenafil protege parcialmente o miocardio e
musculo vascular liso contra as lesdes e remodelamento cardiovascular caracteristicos deste

modelo experimental.

4. A inibicdo cronica da sintese de NO altera a expressio da PDES no musculo vascular

liso e nos discos intercalares dos midcitos.
Dessa forma, nossos resultados nos permitem concluir que o sildenafil, através da inibicdo
da PDES, aumenta a biodisponibilidade do GMPc resultando em um efeito cardioprotetor e
antiproliferativo contra as alteragdes cardiovasculares descritas no modelo de miocardiopatia

hipertensiva induzida pela inibigio cronica da sintese de NO em ratos Wistar |
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Many of the physiological responses to nitric oxide (NO) are mediated by cyclic 5'-
guanosine monophosphate (cGMP), the intracellular levels of which are regulated by
phosphodiesterase type 5 (PDES). In situations of reduced NO formation, the inhibition of PDES
by selective inhibitors such as sildenafil could be beneficial in restoring physiological functions
by enhancing the intracellular levels of ¢cGMP. In this study, we evaluated the effects of
sildenafil on the hemodynamic and histological alterations induced by the chronic treatment of
rats with N“-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME). After 8 weeks of concomitant treatmeni
with sildenafil and L-NAME, arterial blood pressure was significantly lower (<0.05) than in L-
NAME treated rats. The fall in blood pressure was associated with a slight reduction in the total
peripheral vascular resistance (P<0.05). Sildenafil partially restored the decrease in cardiac
output seen in L-NAME-treated rats. Morphologically, sildenafil reduced the total area of the
myocardial lesions and attenuated the cardiomyocyte and vascular smooth muscle remodeling
seen with L-NAME. These results show that sildenafil reversed the deleterious hemodynamic and
morphological alterations associated with L-NAME-induced hypertension. This beneficial effect
was probably mediated by an increase in cardiac and vascular ¢cGMP Jevels as reflected in

circulating plasma cGMP levels.
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