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CAVALCANTI, C.O. Avaliacédo pré-clinica do efeito do citrato de
sildenafil sobre o controle central da pressdo arterial na
hipertensdo. 2016. 80f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia).
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa-PB.

RESUMO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) esta relacionada a diversos eventos
cardiovasculares e desponta como uma das principais causas de 0Obito atualmente. Na
fisiopatologia da HAS ocorrem disfun¢gdes no sistema nervoso autbnomo que resultam
em prejuizo aos mecanismos neuronais de controle central da pressédo, em especial ao
barorreflexo. Parte deste dano é mediado pelo aumento do estresse oxidativo.
Abordagens terapéuticas que reduzam o estresse oxidativo podem se mostrar eficazes
no combate a esta doenca. O sildenafil € uma droga que atua inibindo a acdo da
fosfodiesterase 5 (PDE5) e tem sido observado que este promove uma diminuicdo do
estresse oxidativo. A inibicdo da PDE5 se mostrou eficiente na melhora da funcéo
vascular e reducdo da pressdo arterial em modelos experimentais. Contudo, seus
efeitos sobre o controle barorreflexo da pressao arterial na vigéncia de hipertensao
renovascular ainda nao foram estudados. O estudo atual teve como objetivo avaliar se
o tratamento com sildenafil é capaz de influenciar o controle barorreflexo da presséo
arterial. Foram utilizados ratos Wistar, submetidos a cirurgia sham ou indutora de
hipertensdo renovascular (2R1C). Ap0s 5 semanas, 0S animais receberam veiculo
(dgua destilada) ou citrato de sildenafil (45mg/Kg/dia) durante 7 dias, perfazendo 4
grupos: sham + veiculo, sham + sildenafil, 2R1C + veiculo, 2R1C + sildenafil. Ao fim do
tratamento os animais foram canulados para medidas hemodinamicas. Foram
avaliados: pressao arterial média, frequéncia cardiaca, barorreflexo espontéaneo e
induzido, tbnus autondémico cardiaco e estresse oxidativo sistémico. (CEUA-UFPB
protocolo n. 042/2015). O tratamento com sildenafil ndo apresentou efeitos significativos
nos animais normotensos (121 + 7 vs.118+ 3 mmHg), mas foi eficiente em reduzir a
pressao arterial nos animais 2R1C (139 £ 5 vs.175 + 6 mmHg, p < 0,01), Os animais
2R1C apresentaram reducdo do ganho do barorreflexo induzido (-1,93 = 0,12) e
espontaneo (-1,90 + 0,22), quando comparados aos sham (-3,63 = 0,31; -3,95 + 0,46).
Estes parametros foram normalizados nos animais hipertensos pelo tratamento com
sildenafil (-3,18 + 0,23; -3,51 % 0,29). Os blogueios com atropina e propranolol
revelaram alteracbes no balanco autondémico cardiaco na vigéncia de hipertenséo,
normalizadas, pelo tratamento, o tbnus simpatico (-24,5 £ 3 bpm, p <0,01) e o ténus
vagal (110 £ 9 bpm, p <0,01). O sildenafil também foi capaz de reduzir o estresse
oxidativo sistémico nos ratos 2R1C, quando comparado com os animais 2R1C + veiculo
(1,04 £ 0,07 vs. 1,67 + 0,08 nmol/ml). O tratamento com sildenafil melhorou o controle
barorreflexo da pressdo arterial, por meio da correcdo do desbalanco autonémico e
reducédo do estresse oxidativo.

Palavras chave: Hipertensdo resistente. Sildenafil. Barorreflexo. Oxido nitrico.
Angiotensina ll.



CAVALCANTI, C.O. Preclinical Evaluation of the effect of
sildenafil citrate in the central control of blood pressure in
hypertension. 2016. 80f. Dissertation (Masters in Physiology).
Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa-PB.

ABSTRACT

Systemic hypertension (SH) is related to various cardiovascular events and emerged as
a leading cause of death today. In the pathophysiology of hypertension occurring
disorders in the autonomic nervous system that result in damage to neural mechanisms
of central control of pressure, especially the baroreflex. Some of this damage is
mediated by increased oxidative stress. Therapeutic approaches that reduce oxidative
stress may prove effective in combating this disease. Sildenafil is a drug that acts by
inhibiting the action of phosphodiesterase 5 (PDE5) and has been observed that this
promotes a decrease in oxidative stress. The inhibition of PDE5 was efficient in
improving vascular function and reduce blood pressure in experimental models.
However, its effects on baroreflex control of blood pressure in the presence of
renovascular hypertension have not yet been studied. The current study aimed to
evaluate whether treatment with sildenafil is able to influence the baroreflex control of
blood pressure. Wistar rats were subjected to sham surgery or inducer of renovascular
hypertension (2K1C). After 5 weeks, the animals received vehicle (distilled water) or
sildenafil citrate (45 mg / kg / day) for 7 days, totaling 4 groups: sham + vehicle, sham +
sildenafil 2K1C + vehicle + 2K1C sildenafil. At the end of the treatment the animals were
cannulated for hemodynamic measurements. They were evaluated: mean blood
pressure, heart rate, spontaneous and induced baroreflex, cardiac autonomic tone and
systemic oxidative stress. (CEUA-UFPB protocol no. 042/2015). Treatment with
sildenafil had no significant effect in normotensive animals (121 + 7 vs.118 = 3 mmHgQ),
but was effective in reducing blood pressure in 2K1C animals (139 + 5 vs.175 + 6
mmHg, p <0.01 ) the 2K1C animals showed reduced gain induced baroreflex (-1.93 +
0.12) and spontaneous (-1.90 £ 0.22) compared to the sham group (-3.63 = 0.31; - 3.95
+ 0.46). These parameters were normalized in hypertensive rats by treatment with
sildenafil (-3.18 = 0.23 -3.51 + 0.29). Locks with atropine and propranolol showed
alterations in the cardiac autonomic balance in the presence of hypertension,
standardized, treatment, sympathetic tone (-24.5 + 3 bpm, p <0.01) and vagal tone (110
+ 9 bpm, p <0.01). Sildenafil was also able to reduce systemic oxidative stress in 2K1C
rats when compared to vehicle + 2K1C animals (1.04 + 0.07 vs. 1.67 £ 0.08 nmol / ml).
Treatment with sildenafil improved baroreflex control of blood pressure through the
correction of the autonomic imbalance and reduction of oxidative stress.

Keywords: resistant hypertension. Sildenafil. Baroreflex, nitric oxide. Angiotensin Il.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hipertenséao Arterial

A hipertensao arterial sistémica (HAS) afeta mais de 1,2 bilhdo de pessoas no
mundo. No Brasil atinge 32,5% (36 milhdes) da populacdo adulta e mais de 60% dos
idosos, contribuindo direta ou indiretamente para 50% das mortes por doencas
cardiovasculares (DCVs) (SCALA; MAGALHAES; MACHADO, 2012).

A HAS é um dos mais importantes problemas de saude publica, tendo alta
prevaléncia e baixas taxas de controle. Apresenta-se como o principal fator de risco
para o desenvolvimento das DCVs e comorbidades, com alta prevaléncia e morbidade,
acarretando altos custos ao sistema de saude no Brasil. Esta associada a complicacdes
vasculares, doenca isquémica do coracao, insuficiéncia cardiaca, hipertrofia ventricular

esquerda, acidente vascular cerebral e doenca renal crénica (CHOBANIAN et al, 2003).

Na maioria dos pacientes, a hipertensdo nao exibe causa definida, ou seja, sado
pacientes hipertensos primarios ou essenciais. Por outro lado, quando a etiologia da
doenca é conhecida, tem-se a hipertensdo secundaria. Esta classificacdo pode,
portanto, direcionar o tratamento de acordo com a etiologia (YE et al, 2000). A HAS é
um distdrbio multifatorial e esta relacionado, entre outros problemas, a reducdo na
sensibilidade do barorreflexo e a disfuncdo autonémica (BOTELHO-ONO et al 2011;
BRAGA, 2012; GUIMARAES; CARVALHO; BRAGA, 2012; GRASSI; MARK; ESLER,
2015). Estas caracteristicas sdo encontradas numa variedade de modelos animais de
hipertenséo, tais como o modelo renovascular de hipertensédo de Goldblatt (OLIVEIRA-
SALES et al, 2008; SOUZA et al, 2008), um dos mais utilizados para o estudo da

hipertensédo secundaria.

A hipertensdo renovascular € uma forma de hipertensédo arterial onde o fator
causal preponderante é isquemia renal (PRAXEDES, 2002), trata-se de uma das
causas mais frequentes de hipertensdo secundaria e esta relacionada a hipertensao

resistente. Estima-se que entre os hipertensos, 12-15% apresentem hipertensao arterial
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resistente (PIMENTA; CALHOUN, 2012). Segundo a Sociedade Brasileira de

Cardiologia, na hipertenséo resistente:

[...] a Pressdo Arterial (PA) permanece acima das metas recomendadas
com o uso de trés farmacos anti-hipertensivos com agdes sinérgicas em
doses mdaximas preconizadas e toleradas, sendo um deles
preferencialmente um diurético, ou quando em uso de quatro ou mais
farmacos anti-hipertensivos, mesmo com a PA controlada (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010, p.576).

O tratamento desses pacientes concentra-se em maximizar as doses de
farmacos anti-hipertensivos e a adicdo de drogas com mecanismos de acgao
complementares, incluindo uma combinacdo de inibidores da enzima conversora da
angiotensina ou bloqueadores do receptor da angiotensina, bloqueadores de canais de
céalcio e diuréticos. No entanto, um pequeno, mas importante subgrupo de pacientes
permanece com niveis elevados de pressdo arterial apesar dos tratamentos
combinados com varios medicamentos anti-hipertensivos, ressaltando a necessidade
de novas terapias. Nos ultimos anos, surgiram novas abordagens terapéuticas incluindo
agonistas de peptideos natriuréticos,cujo segundo mensageiro € o GMPc, antagonistas
dos receptores de endotelina e drogas vasoativas adicionais, além das alternativas
complementares ao tratamento farmacolégico, como por exemplo, a desnervacao renal

e a ativacao do barorreflexo carotideo (EIRIN et al, 2016).

A hipertensdo arterial resistente € um fendmeno de dificil controle clinico
associado ao aumento da mortalidade nos pacientes acometidos. Deste modo, o
objetivo da utilizacdo de novos tratamentos medicamentosos € a reducdo do risco
cardiovascular, que esta diretamente relacionado a alteracBes vasculares, hipertrofia
cardiaca e danos ao sistema nervoso e sistema renal (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2012).

1.2 Controle da pressao arterial

Na fisiopatogénese e manutencdo da HAS humana e experimental ha um

desequilibrio entre influéncias vasoconstritoras e vasodilatadoras levando a um
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aumento da pressdo arterial. Muitos mecanismos vasoconstritores classicos estdo
envolvidos nesse processo como a ativagdo do sistema nervoso simpético, do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), e a participacao de endotelinas e do hormoénio
antidiurético (GUYTON et al, 1972; JOHNSTON; FRANZ, 1992; YANAGISAWA et
al,1988; CARVALHO et al, 2012). Estudos recentes implicam também um papel do
sistema imunoldgico no mecanismo da hipertensdo (HARRISON et al, 2012). Contudo,
tem se destacado as espécies reativas de oxigénio (EROs) na génese da hipertensao
arterial devido a possivel atenuacao do papel vasodilatador do 6xido nitrico (NO), além
do fator natriurético atrial, bradicinina e prostaglandinas (CHAMPLAIN et al, 2004;
BRAGA et al, 2011).

Fisiologicamente os niveis de PA s&o controlados de maneira integrada e
complexa por acdes do sistema cardiovascular, nervoso, renal e endécrino (CHOPRA,
BABY; JACOB, 2011). O sistema nervoso central tem um importante papel no controle
da PA, por meio do sistema nervoso autondmico. Esse sistema participa da
manutencao dos niveis pressoricos regulando dois principais determinantes da PA, ou
seja, o débito cardiaco (DC) e a resisténcia periférica total (RPT), uma vez que PA =DC
X RPT.

O sistema nervoso simpatico tem uma acao excitatoria no coracdo e nos vasos
sanguineos, enquanto que a inervacdo parassimpatica cardiovagal tem uma acao
inibitéria sobre o coracdo. Assim, a atividade equilibrada das eferéncias do sistema
nervoso autondémico € essencial para o controle do sistema cardiovascular a fim de

atingir o fluxo de sangue ideal para os 6rgdos do corpo (VASQUEZ et al, 1997).

Os mecanismos que regulam a PA o fazem através de alteracGes instantaneas
da capacitancia venosa e retorno venoso, do débito cardiaco e da resisténcia periférica,
ou de alteracdes na volemia a longo prazo. A regulacdo momento a momento da PA é
efetuada por mecanismos neurais que corrigem prontamente os desvios dos niveis
basais, para mais ou para menos. Dentre aqueles que atuam em curto prazo,
destacam-se os reflexos neurais, 0os quais envolvem barorreceptores, quimiorreceptores

e receptores cardiopulmonares. Ja os mecanismos de controle ao longo de semanas e
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meses fica a cargo da integracdo do sistema renal-enddcrino que equilibram o fluido do
corpo e a homeostase do sal com controle da presséo arterial (CHOPRA; BABY;
JACOB, 2011).

O reflexo barorreceptor é reconhecido como um dos mecanismos mais
importantes para o controle fino da atividade autondmica sobre o sistema
cardiovascular. Em respostas a elevacdes na pressdo arterial sistémica, ocorre
bradicardia reflexa, que é mediada pela ativacdo do sistema nervoso autbnomo
parassimpatico e pela inibicdo do sistema simpético (GRASSI et al, 1998; SALGADO et
al, 2009). A diminuicdo da eferéncia simpética para o coracdo, rins e vasculatura
periférica, resulta em inotropismo negativo, assim como cronotropismo e dromotropismo
negativo, vasodilatacdo e reducdo da secrecado de renina. Enquanto o aumento da
atividade parassimpatica esta associado a reducao na frequéncia cardiaca (FC). Ambas

as respostas culminam na reducao da PA.

Os barorreceptores sdo receptores sensiveis as alteracbes mecanicas de
pressao e estdo dispostos na camada adventicia dos vasos localizados no arco aortico
e bifurcacdo das cardtidas. Os ajustes circulatorios em resposta ao aumento da PA
ocorrem porque 0s barorreceptores despolarizam com maior frequéncia e impulsos
nervosos aferentes provenientes desses receptores convergem para o nucleo do trato
solitario (NTS), no sistema nervoso central, via nervo glossofaringeo e nervo vago. Do
NTS, neurbnios de segunda ordem projetam-se, por vias excitatérias glutamatérgicas,
para o bulbo ventrolateral caudal (CVLM), que por sua vez inibe o bulbo ventrolateral
rostral (RVLM). Este ndcleo, em ultima instancia, controla a atividade simpatica por
meio da projecdo de neurbnios pré motores para a coluna intermediolateral. Em
paralelo, outro grupo de neurbnios glutamatérgicos advindos do NTS exercem
influéncia excitatoria sobre neurénios pré-ganglionares parassimpaticos localizados no
nucleo dorsal motor do vago e nucleo ambiguo (Figura 1). Desta maneira, a ativacéo do
barorreflexo resulta na inibicdo simpatica e ativacao vagal, ao passo que uma resposta
inversa € observada quando a PA é reduzida (VASQUEZ et al, 1997).
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Figura 1: Aferentes e eferentes do barorreflexo. NTS, nucleo do trato solitario; CVLM, bulbo ventrolateral
caudal; RVLM, bulbo ventrolateral rostral; CIL, coluna intermédio lateral; NA, ndcleo ambiguo. GT,
glutamato. Figura adaptada (DONAUGHY; RESTA; WAKER, 2002; VASQUEZ; PEOTTA; MEYRELLES,
2012)

O RVLM também integra entradas do nucleo subfornical (SFO) e do nucleo
paraventricular (PVN), proporcionando uma participacdo importante dessas regiées no
controle dos neurbnios pré-ganglionares do sistema nervoso simpatico (BRAGA et al,
2011). Assim, através da transformacdo integrativa de areas centrais, o sistema
nervoso simpatico e parassimpatico fornecem o controle para o sistema cardiovascular
e a perfusdo ideal de 6rgdos, de acordo com as suas necessidades metabdlicas
(CAMPAGNARO et al, 2012).
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1.3 Modelo de hipertensé&o renovascular: sistema renina angiotensina aldosterona

O SRAA é um dos mais importantes reguladores do volume em vertebrados,
tendo implicagcbes relevantes no estudo da hipertensdo e véarias doencgas
cardiovasculares (CUSHMAN; ONDETTI, 1999). Nos rins, frente a uma redugéo da
pressao de perfusdo ou do aporte de cloreto de sddio nas por¢des tubulares distais, as
células justaglomerulares localizadas na parede das arteriolas aferentes, sé&o
estimuladas a secretar renina. A secrecao de renina se da por estimulacédo simpética,
alteracdes da sensibilidade ao estiramento dos mecanoreceptores da arteriola aferente,
e pela diminuicdo de cloreto de sédio no tubulo distal renal, detectado pela macula
densa que emite sinal as células justaglomerulares (HACKENTHAL et al, 1990;
SCHNERMANN et al, 1997). A renina é a enzima limitante da velocidade do SRAA, pois
converte o angiotensinogénio, produzido no figado e continualmente presente no
sangue, em angiotensina |. Esta por sua vez, € convertida pela enzima conversora da
angiotensina (ECA) em angiotensina Il (Ang Il), que tem acéo fisiolégica (SOUBRIER et
al, 1993; NAVAR et al, 1997). A Ang Il causa vasoconstricdo, aumenta o tonus
simpatico, estimula a sede e o apetite ao sal e induz a liberacdo de vasopressina pela
neurohipdfise e de aldosterona, pelo cértex adrenal, aumentando a reabsorcao de sodio
e agua. Portanto, as diversas ac¢des da Ang Il culminam no aumento da PA (HILL et al,
2012).

A atuacdo da Ang Il ocorre através de duas isoformas de receptores: AT1 e AT2,
tendo o ultimo a funcdo moduladora sobre o primeiro. As acfes de vasoconstricao,
regulacdo do comportamento de fluidos e sede sao atribuidas a ativacao dos receptores
AT1 e estdo relacionados a progressdo das doencas cardiovasculares incluindo a
hipertensdo, aterosclerose, hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (STEGBAUER;
COFFMAN, 2011). A Ang Il pode ser clivada pela isoforma 2 da enzima conversora da
angiotensina (ECA2) em um septapeptideo chamado angiotensina 1-7, que se liga ao
receptor Mas, apresentando respostas contrarias a Ang Il (BADER, 2010), conforme

representado na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo do sistema renina- angiotensina. ECA - enzima conversora de angiotensina,
Ang- angiotensina, Aog - angiotensinogenio, AT1- receptor tipo | para Ang Il, AT2 - receptor tipo Il para
Ang Il, Mas - receptor Ang-(1-7), PCP — prolilcarboxipeptidase, NEP — endopeptidase neutra, (P)RR —
receptor (pro)renina. Figura adaptada (SANTOS et al, 2013).

No modelo experimental de hipertenséo renovascular 2 rins um clipe (2R1C) ha
uma hipertensédo induzida pela ativacdo do sistema renina-angiotensina aldosterona
devido a estenose unilateral da artéria renal. Este modelo desencadeia aumento da
atividade simpatica, reducéo da atividade parassimpatica e disfuncdo do barorreflexo,
gue conjutamente sao riscos cardiovasculares importantes (CAMPAGNARO et al,
2012).

A hipertensdo renovascular é caracterizada pelo aumento da Ang Il, estresse
oxidativo e pela disfuncdo endotelial. A cascata de eventos inicia-se com o aumento da
secrecdo de renina no rim clipado levando ao aumento na Ang Il circulante. Além disso,
h& retencdo de sodio, expansdo do volume circulante, aumento na producdo de
aldosterona e na resisténcia periférica, e finalmente ativacdo do sistema nervoso
simpatico e aumento da PA (LERMAN et al, 2005).

Apés a estenose arterial renal, aumentos significativos da formacdo de renina
induzem aumento na concentracdo de Ang Il circulante, levando assim a varias

alteracbes mediadas por Ang Il como mostrado na Figura 3. O nivel de Ang Il no rim
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sem estenose também aumenta, contudo o aumento ndo decorre de mecanismos da

renina, pois esta se encontra diminuida no rim ndo clipado (NAVAR et al, 1998).

*| 1 Renina
1t Angiotensinalll

J Pressdo intra-renal 1 Aldosterona

1 Resistencia periférica

1 Renina
1 RNAm Renina ‘P Ténus simpético
™ Angli 1 Pressdo arterial
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— J' RNAm Renina
™ Angll
™ ECA
Rim clipado Rim sem o clipe

Figura 3: Mecanismos ativados pela estenose unilateral da artéria renal. Figura adaptada (NAVAR et al,
1998).

O classico SRAA é um sistema complexo de varios peptideos e vias que tem
sido o condutor do desenvolvimento de drogas ao longo dos anos para controlar a
hipertensdo. No entanto, existem ainda pacientes cuja hipertensdo é muito dificil de
controlar com medicamentos e estratégias atuais, justificando as pesquisas neste
campo (MENDOZA; LAZARTIGUES, 2015).

Atualmente, todos os componentes conhecidos do sistema renina angiotensina
foram identificados no cérebro (MARC; LLORENS-CORTES, 2011). Varias evidéncias
sugerem que um mecanismo fundamental pelo qual a Ang Il influencia a PA é através

da sua capacidade para estimular a produgdo de espécies reativas de oxigénio
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(BRAGA et al, 2008a; GRIENDLING et al, 1994), principalmente anion superoxido
(BERY et al, 2000; ZIMMERMAN et al, 2004).

1.4 Estresse oxidativo e hipertensao

Em condicdes fisioldgicas, hd um equilibrio entre a quantidade de EROs formada
e a quantidade metabolizada ou eliminada. Sdo geralmente produzidas a partir da
respiracao celular e processos metabdélicos como subprodutos através da ativacdo de
enzimas, tais como xantina oxidase, desacoplamento da enzima sintase de oxido nitrico
e enzimas mitocondriais respiratorias. Outras fontes de EROs provém das oxidases de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH oxidase) (TOUYZ et al, 2011;
GEISZT, 2006; SESHIAH et al, 2002). As espécies reativas de oxigénio regulam
processos celulares, tais como a diferenciacéo, proliferacdo, apoptose, ciclo celular, a
migracdo, a secrecdo, a organizacdo do citoesqueleto, a ativacdo de fatores de
transcricdo, e a expressao de genes. No sistema vascular, desempenham um papel
fisioloégico no controle da funcédo endotelial e tdnus vascular e um papel fisiopatologico
em processos subjacentes a disfuncédo endotelial, a hiper-reatividade, inflamacéo, e a
remodelacdo vascular em doencas cardiovasculares, incluindo hipertensdo (AL
GHOULEH et al 2011).

Em situacbes patoldogicas hd um desequilibrio entre os sistemas pré e
antioxidantes, resultando no fenbmeno conhecido como estresse oxidativo (TOUYZ,
2004). Este fenbmeno esta entre as possiveis causas para o desenvolvimento da
hipertenséo, devido principalmente, ao aumento da producédo de EROs, que incluem: o
anion superoéxido (O2") e peroxido de hidrogénio (H.0,); diminuicdo dos niveis de NO;
e reducdo da capacidade antioxidante do sistema cardiovascular, renal, e sistema
nervoso central (MONTEZANO; TOUYZ, 2012). Um exemplo do desequilibrio dos
radicais livres consiste na reacdo do O,” com o NO formando peroxinitrito (ONOQO),
diminuindo a biodisponibilidade do NO e suas acdes benéficas cardiovasculares
(PACHER et al, 2007).
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Os mecanismos exatos pelos quais as EROs influenciam a presséo arterial
permanecem obscuros, mas muitos sistemas estdo envolvidos, incluindo o cérebro,
coracdo, rins e vasos. Dentre as possiveis causas para o desenvolvimento da
hipertensdo, destaca-se 0 estresse oxidativo, pois o desequilibrio entre espécies
oxidantes e antioxidantes pode alterar o funcionamento das areas centrais de controle
da PA (BRAGA; COLOMBARI; JOVITA, 2011; BRAGA et al, 2011; BOTELHO-ONO et
al, 2011; QUEIROZ; MONTEIRO; BRAGA, 2013). A principal fonte de EROs no sistema
cardiovascular-renal é a familia da NADPH oxidase (TOUYZ et al, 2011). Quando
desregulada, a NADPH oxidase desempenha um papel no aumento da producéo de
EROs, que leva a disfuncdo endotelial e remodelacdo vascular na hipertensao
(MONTEZANO; TOUYZ, 2014).

O aumento de superdxido gera mudancas em canais iGnicos, especialmente
canais calcio e potassio, alterando as propriedades de disparo neuronal em areas do
cérebro, tais como o RVLM, resultando em aumento da atividade nervosa simpatica e
aumento na PA (BRAGA et al, 2011). Varios estudos tem revelado que o aumento das
EROs gerado pela enzima NADPH oxidase, decorrente da ativacdo de receptor AT1, €
o0 mecanismo fundamental envolvido na hipertensdo derivada de Ang Il (QUEIROZ;
MONTEIRO; BRAGA, 2013).

A Ang Il é o principal efetor do SRAA e atua a nivel periférico e central. Como se
trata de uma substancia que dificiimente atravessa a barreira hematoencefalica, a
hipétese mais aceita € que a Ang Il atue nos 6rgdos circunventriculares, regiées do
sistema nervoso central desprovidas de barreira hematoencefalica. Os neurbénios do
orgao subfornical, area importante entres os 6rgaos circuventriculares, sdo ativados por
Ang Il e comunicam-se com o PVN e o RVLM modulando a atividade simpatica, pois
ocorre a estimulacdo da producdo local de Ang Il em outras areas do cérebro
protegidas pela barreira hematoencefalica (PHILIPS; SUMNERS, 1998; BRAGA et al,
2011; BRAGA, 2012). Outra hipotese da acédo da Ang Il em areas centrais diz respeito a
maior permeabilidade da barreira em certas patologias. Estudos com corantes
fluorescentes intravasculares e imuno-histoquimica revelaram aumento da

permeabilidade da barreira hematoencefalica em ratos hipertensos em regifées como
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PVN, NTS e RVLM, regides criticas do cérebro conhecidas por contribuir para a

ativacao neuro-humoral durante a hipertensao (BIANCARDI et al, 2014).

O estresse oxidativo atua em nivel periférico e central desempenhando um papel
importante em seres humanos com hipertensdo renovascular e hipertensado essencial
(QUEIROZ et al, 2012). O envolvimento do estresse oxidativo na patologia da
hipertenséo arterial foi relatado em varios modelos animais, incluindo o modelo 2R1C
(OLIVEIRA-SALES et al., 2008; BOTELHO-ONO et al, 2011; NISHI et al, 2010). Neste
modelo o0 SRAA desempenha um papel importante no controle da pressao, pois se trata
de um modelo dependente de Ang Il, caracterizado pela disfuncdo do barorreflexo e
aumento da atividade simpatica. A Ang |l estimula a geracdo de anion superoxido por
aumento da atividade da NADPH oxidase. Em nivel central, EROs estéo envolvidas na
sinalizagdo neuronal, contribuindo para simpatoexcitagdo e hipertensdo (OLIVEIRA-
SALES et al, 2008). Estudos mostraram que 0 modelo de hipertensdo 2R1C apresenta
niveis aumentados de superdxido, aumento dos receptores AT1 para Ang Il e maior
expressdo do gene da NADPH oxidase (subunidades p47phox e gp91phox) no PVN.
Além disso, sabe-se que a microinjecdo de tempol, um mimético da enzima superoxido
dismutase (enzima antioxidante), ou vitamina C no PVN reduz a pressao sanguinea e
atividade simpatica de ratos com hipertensao renovascular (OLIVEIRA SALES et al,
2009; OLIVEIRA SALES et al, 2010).

O estresse oxidativo esta relacionado a uma menor biodisponibilidade de 6xido
nitrico (NO) e este constitui uma molécula-chave de sinalizacdo no sistema
cardiovascular e no sistema nervoso, além de desempenhar um papel na defesa do
hospedeiro. Perifericamente o NO atua como um fator de relaxamento derivado do
endotélio e centralmente exerce papel modulatério sobre a atividade simpatica. No
RVLM foi descrito que o NO é capaz de aumentar a liberagcdo de acido gama-
aminobutirico (GABA), reduzindo a atividade simpatica (KISHI; HIROOKA, 2012). A
reducdo da atividade simpatica apds o uso de bloqueadores de receptor AT1 parece
estar envolvida ndo apenas na reducdo do estresse oxidativo, mas também no aumento
da sinalizacdo mediada por NO (KISHI, 2013).
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Neste contexto, destaca-se o0 potencial de substancias antioxidantes no
tratamento da hipertenséo, j& que estas substancias reduzem as EROs e melhoram a
biodisponibilidade de NO, diminuindo o efeito pressor. Trabalhos recentes de nosso
grupo demonstraram que o tratamento com antioxidantes é capaz de reverter o quadro
de estresse oxidativo e perda da sensibilidade do barorreflexo (DIAS et al, 2014b;
GUIMARAES et al, 2012; MONTEIRO et al, 2012; MENDES-JUNIOR et al, 2013).
Corroborando com estes achados Nishi e colaboradores (2010) demostram que

antioxidantes reduzem a atividade simpatica renal.

1.5 Sildenafil

Entre as substancias antioxidantes, o citrato de sildenafil se apresenta como
promissora alternativa terapéutica. E um farmaco comprovadamente seguro
amplamente utilizado para a disfuncao erétil, ndo se limitando a esta acao (SCHWARTZ
et al, 2012). Foi desenvolvido pela Pfizer, e em marco de 1998, foi o primeiro inibidor da
fosfodiesterase-5 (PDE-5) aprovado pelos Estados Unidos Food and Drug
Administration para o tratamento da disfuncéo erétil. Atualmente aprovado também para

o tratamento de hipertenséo pulmonar (KUKREJA et al, 2011).

O sildenafil € um inibidor seletivo da PDE5, uma enzima que catalisa a
degradacdo hidrolitica do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), mensageiro
intracelular essencial na modulagéo de diversos processos bioldégicos em células vivas.
Foram identificadas um total de 11 familias de fosfodiesterases com distribuicdo entre
os diferentes tipos de células e tecidos a depender da isoforma, e muito provavelmente
entre diferentes compartimentos celulares (BENDER; BEAVO, 2006). Outra diferenca
importante entre as isoformas de fosfodiesterase € a sua especificidade de substrato
para AMPc ou GMPc. A PDE-5, por sua vez, foi originalmente identificada em 1980,
tem especificidade para o0 GMPc, e esta amplamente presente no muasculo liso dos
brénquios, plaquetas, tubulos renais, tecidos pulmonares (KUKREJA et al, 2011) e
cardiomidcitos (DAS; XI; KUKREJA, 2005).
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O citrato de sildenafil melhora os niveis presséricos em pacientes com
hipertenséo resistente (OLIVER, 2010; QUINAGLIA, 2013). Um numero crescente de
estudos revelaram um papel cardioprotetor contra lesdo miocardica (OCKAILI et al,
2002; ROSANIO et al, 2006), hipertrofia cardiaca (TAKIMOTO et al, 2005) e
insuficiéncia cardiaca (WESRERMANN et al, 2012). Seus efeitos cardiovasculares
devem-se a melhora da sinalizacdo do NO por aumento de seu segundo mensageiro
intracelular, o GMPc (BALARINI et al, 2013; RAJA; NAYAK, 2004.). O GMPc promove
ativacdo da proteina kinase G, o que leva a reducdo do conteudo intracelular de célcio,
com consequente vasodilatagdo (MONCADA,; HIGGS, 1993) (Figura 4).

Tem sido demonstrado ainda, que o aumento de GMPc pode inibir a expressao
e atividade da NADPH oxidase, reduzindo a ‘producdo de anion superoxido
(KOUPPARIS et al, 2005). Esta atuacao do sildenafil na reducdo de EROs é importante
visto que em estudo com células de cultura os anion superoxido podem causar
alteracdoes no sistema de transducdo de sinal celular por aumento da producédo de
trifosfato de inositol e diminuicdo de GMPc favorecendo a vasoconstricdo (CHAMPLAN,
et al, 2004).

A vantagem potencial de uma abordagem terapéutica baseada na inibicdo da
PDES5 ao invés da doacéao direta de NO é a reducdo dos riscos citotoxicos do excesso
de NO (VERTUANI; MANFREDINI, 2004). Desta maneira, e considerando a caréncia de
dados da literatura, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento com
citrato de sildenafil sobre o controle central da PA (barorreflexo). Nossa hipotese € que
o tratamento ira restabelecer a sensibilidade do controle barorreflexo da PA por
correcao do desequilibrio autonémico e diminuicdo dos niveis de EROs nos animais

com hipertenséo renovascular.
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Figura 4: Mecanismo de acéo de inibidores da PDES. Figura adaptada (GHOFRANI, H. A; OSTERLOH, I.
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2 JUSTIFICATIVA

A hipertensédo arterial é importante fator de risco ao desenvolvimento das DCVs e
sua prevaléncia na populacdo brasileira é alta. Deste modo, € fundamental para o
Sistema Unico de Saulde brasileiro a execucdo de projetos de pesquisa que visem
apontar novas formas de controle e tratamento da hipertensdo arterial. O
desenvolvimento de novos farmacos € dispendioso e demorado, de forma que novos
ensaios pré-clinico com medicamentos que ja sado utilizados na prética clinica com
outras finalidades tornam-se de grande relevancia.

Recentemente, foram demonstrados os efeitos benéficos do tratamento com
sildenafil sobre os altos niveis de Ang Il e EROs e sobre a PA em camundongos
hipertensos (DIAS et al, 2014b). Também foram vistos efeitos favoraveis do tratamento
cronico com sildenafil na disfuncdo endotelial e na aterosclerose em modelo de
hipercolesterolemia espontanea (BALARINI et al, 2013). No entanto, nenhum estudo
anterior avaliou os efeitos da administracdo cronica do citrato de sidenafil sobre o
controle central da PA (barorreflexo) e sobre os niveis de EROs em modelos de ratos

com hipertenséo renovascular.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do tratamento crénico
com citrato de sidenafil sobre o controle central barorreflexo da presséo arterial em

modelo experimental de hipertensdo reovascular em rato.

3.2 Objetivos Especificos

Abordagens in vivo

Avaliar, nos ratos com hipertensao renovascular, os efeitos do tratamento por sete dias
com citrato de sildenafil:

e nos parametros hemodinamicos (PA e FC);

e na sensibilidade do barorreflexo espontaneo e induzido farmacologicamente;

e no balancgo entre os tonus simpatico e parassimpatico.

Abordagens in vitro

Avaliar, em amostra de soro dos ratos com hipertensdo renovascular, os efeitos do

tratamento por sete dias com citrato de sildenafil no estresse oxidativo sistémico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Utilizamos quarenta e trés ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, provenientes
do Biotério Professor Thomas George do Centro de Biotecnologia da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), pesando 150 - 200g. Os animais foram mantidos sob
condicdes controladas de temperatura (21 = 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro
12/12h) com acesso a agua e racdo (Labina®, Purina, SP, Brasil) ad libitum. Os
procedimentos experimentais foram realizados apés aprovacgédo pelo Comité de Etica de
Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba sob o parecer 042/2015
(Anexo).

4.2 Indugéo da hipertensao renovascular

A cirurgia de inducdo da hipertensédo renovascular consiste na obstrucao parcial
do fluxo sanguineo para os rins. Para realizacdo desta cirurgia os ratos foram
anestesiados com uma mistura de cetamina (75mg/Kg) e xilazina (10mg/kg) via
intraperitonial (IP). O nivel da anestesia foi checado por reflexos de retirada do membro
e doses de 0,1 mL foram administradas IP, conforme necesséario. Apés anestesia, 0s
animais foram submetidos a uma laparotomia mediana, identificacdo da veia e a artéria
renal direita, separacéo cuidadosa da artéria renal e insercdo de um clipe de prata em
formato de U com 0,2 mm de abertura. Os animais controle (sham) sofreram o0 mesmo
procedimento cirdrgico, sem a insercdo do clipe de prata. Apds a cirurgia 0s animais
foram alocados em gaiolas individuais para recuperacdo e mantidos em observacao em
ambiente com iluminacao, temperatura e ruido controlados, com acesso a agua e racao
ad libitum. Neste modelo o clipe reduz o fluxo sanguineo renal significativamente,
diminuindo a taxa de filtracdo glomerular e aumentando assim a secrecdo de renina,
condicdo necessaria para o desenvolvimento da hipertensdo (GOLDBLATT, et al, 1934;
NAVAR, et al, 1998).



34

4.3 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em quatro grupos diferentes:

1) Sham + veiculo (n = 9): animais submetidos a cirurgia sham que receberam veiculo

(dgua destilada) durante 7 dias via gavagem;

2) Sham + sildenafil (n = 7): animais submetidos a cirurgia sham e tratados com citrato

de sildenafil durante 7 dias (45mg/kg/dia) via gavagem;

3) 2R1C + veiculo (n = 11): animais submetidos a cirurgia de indugéo da hipertenséo

renovascular que receberam o veiculo durante 7 dias via gavagem;

4) 2R1C + sildenafil (n = 11): submetidos a cirurgia de indugcdo da hipertenséo
renovascular e tratados com citrato de sildenafil durante 7 dias (45mg/kg/dia) via

gavagem.

Apoés a quinta semana da cirurgia de inducdo da hipertensdo renovascular ou
sham os animais foram tratados com sildenafil (45mg/kg/dia) ou veiculo via gavagem
por sete dias. O volume administrado seguiu o seguinte calculo: (peso do animal x 9)
/4000 a partir de uma solucédo de 20mg/ml. A dose do sildenafil foi escolhida com base
em estudos anteriores e na diferenca da farmacocinética do sildenafil em diferentes
espécies (GUIMARAES et al, 2013; FERREIRA-MELO et al, 2006; WALKER et
al,1999). Foi obtido por meio da trituracdo de comprimidos (Viagra/ Pfizer) que foram
suspensos em agua destilada e a suspensdo homogeneizada no momento da
administracao, por gavagem. A agulha utilizada na gavagem foi adequada para uso em

roedores possuindo protecdo que impede leséo a regiao orofaringea do animal.

Apés o tratamento com o sildenafil, os animais foram submetidos a cateterizacao
da veia e artéria femoral para registros hemodinamicos. Posteriormente o sangue dos
animais foi recolhido por meio do cateter arterial para a avaliacdo do estresse oxidativo
sistémico. E por fim, os animais foram eutanasiados por decapitacdo e os 6rgaos

removidos (Figura 5).



35

mplantacio Coletade = J
mplantacdodos —
. sangue para
tét
cateteres TBARS b
6 semanas 1 1
0 5 semanas 7 dias 24 horas
- 1 11
) Cirurgia Z2R1C  Tratamento com Registro de PA e FC, Hranasia
- sildenafil ou avaliacdodo
veiculo por barorreflexo e
l : - gavagem balango autondmico.

Figura 5: llustracdo temporal e de eventos realizados durante o procedimento experimental

4.4 Implantacéo dos cateteres vasculares

No ultimo dia de tratamento com sildenafil os animais foram anestesiados com
uma mistura de cetamina (75mg/Kg) e xilazina (10mg/kg) IP para a implantacdo de
cateteres de polietileno PE-10 (diametro interno de 0,28 mm e externo de 0,61 mm) de
4 cm para artéria e 2,5 cm para veia, continuos a cateteres PE-50 (diametro interno de
0,58 mm e externo de 0,96 mm) de 20 cm. Os cateteres foram previamente preenchidos
com solucéo salina a 0,9% + 500Ul de heparina e a extremidade PE-50 foi obstruida

com pino de metal.

Apés anestesia, os animais foram colocados em decubito dorsal e, por meio de
uma pequena incisao na regido inguinal, a aorta abdominal e veia cava inferior foram
cateterizadas via artéria e veia femoral, respectivamente (Figura 6). Os cateteres foram
fixados e exteriorizados na regido cervical posterior do animal. Apds o procedimento
cirdrgico os animais foram alocados em gaiolas individuais para recuperacdo e
mantidos em observacdo em ambiente com iluminacdo, temperatura e ruido

controlados. Durante a recuperacao, tiveram acesso a agua e racao ad libitum.
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Figura 6: Representacdo esquematica dos vasos onde foram implantados os cateteres para o registro

dos parédmetros cardiovasculares e administracdo de drogas.

Foram avaliados a presséo arterial e frequéncia cardiaca, a funcao barorreflexa e
autondmica na maioria dos animais de cada grupo, incluindo aqueles utilizados para a
representacao tipica dos tracados basais. Em primeiro lugar, a linha de base PA e FC
foram registradas por 40 minutos. Para os estudos da funcdo do barorreflexo induzido
por drogas, utilizamos fenilefrina (FEN) e nitroprussiato de sédio (NTS), administrados
aleatoriamente com intervalo de aproximadamente 15 minutos entre as doses, a fim de
garantir que os parametros cardiovasculares voltassem aos valores basais. Por ultimo,
o propranolol e atropina foram administrados aleatoriamente com 3 horas de intervalo

entre as doses.

4.5 Avaliacao do barorreflexo induzido

Conforme adaptacdo do protocolo descrito por Botelho-Ono e colaboradores
(2011), ap6s a recuperacao os parametros hemodinamicos foram aferidos nos animais
nao anestesiados pela conexado do cateter arterial a um transdutor de pressao (Modelo
BRPL2, World Precision Instruments, Sarasota, FL, EUA) acoplado a um amplificador e

a um sistema de aquisicdo de dados (PowerLab, ADInstruments, Bella Vista, NSW,
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Australia) com o software LabChart 5.0 (ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia),
ilustrado na Figura 7. O cateter venoso foi utilizado para a administracdo de drogas.
Apéds 40 minutos de estabilizacéo, foram aferidos os valores de pressao arterial sistolica
e diastolica (PAS e PAD, respectivamente), dos quais derivamos os valores de pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). A sensibilidade do barorreflexo
induzido foi avaliada por meio da avaliacdo do ganho do sistema, isto é, da relacdo
entre a variagdo de FC e a variacdo de PAM (Ganho = AFC/APAM). Variagbes na
pressao arterial foram alcancadas por meio da administracdo in bolus de drogas
vasoativas. A fenilefrina [8 pg/ml], agonista alfa adrenérgico, na dose 8 ug/Kg e o
nitroprussiato de sdodio, doador de oOxido nitrico [25 pg/ml], na dose 25 ug/Kg. Estas
drogas foram administradas aleatoriamente com intervalo de 15 minutos, a fim de
garantir que os parametros cardiovasculares voltassem aos valores basais e o0 APAM
causados pela administracdo das mesmas foram iguais para 0s grupos.

Figura 7: Equipamento utilizado para medida de PA e FC.
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4.6 Avaliagéo do barorreflexo espontaneo

Foram avaliados também a sensibilidade do barorreflexo espontaneo (SBRE),
como previamente descrito (BRAGA et al, 2008; FAZAN et al, 2008). Uma sequéncia
barorreflexo foi definida como uma sequéncia de pelo menos quatro batidas do coragao
em que ambos pressdo arterial sistdlica e intervalo de pulso estavam aumentados
(sequéncias altas, high sequences) ou diminuidos (sequéncias baixas, low sequences).
O ganho da resposta barorreflexo foi calculada e expressa em batimentos por minuto /
mmHg. Tracados foram analisados usando o software HeMoLab (gentilmente fornecida

pelo Dr. Harald Stauss, Universidade de lowa, versao 9.3).

4.7 Avaliagéo do controle autonémico da frequéncia cardiaca

A funcéo autondémica foi avaliada em animais conscientes (BOTELHO-ONO et al,
2011; XIA et al, 2013). O bloqueio autonémico foi realizado para avaliar a contribuicdo
do sistema nervoso simpatico e parassimpatico no controle da frequéncia cardiaca. As
alteracdes no ritmo cardiaco apos a injecédo de propranolol [5 mg/ml] (B-bloqueador, 5
mg/kg intravenoso) ou atropina [4 mg/ml] (bloqueador do receptor muscarinico, 4 mg/kg
intravenoso) foram calculados e expressos como AFC. Variacdo da pressao arterial
média (APAM) também foi medida. Cada administracdo da droga foi escolhida
aleatoriamente e separadas uma da outra por um intervalo de, pelo menos, 3 h, no
mesmo dia. O primeiro bloqueio autonédmico foi realizado apés o retorno aos valores

basais da PAM e FC ap0s o teste do barorreflexo (15 min).

4.8 Avaliacao do estresse oxidativo sistémico

O sangue colhido pelo cateter arterial foi centrifugado em 5000 rpm, 4°C, por 10
minutos. O soro foi utilizado para a quantificagdo de malondialdeido (MDA), o produto
final da peroxidagéo de lipidios. A reacéo entre MDA e &cido tiobarbiturico (TBA) produz

um complexo de cor vermelha que apresenta pico de absorbancia a 532 nm. Uma
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amostra de 0,25 mL de soro foi adicionada a 0,4 mL de &cido perclérico 35% e
centrifugada a 598 g (14000 rpm) por 20 minutos a 4°C. Ao sobrenadante foi adicionado
0,4 mL de acido tiobarbitarico 0,06% e levado ao banho-maria a 60°C durante 1 hora.
Apés arrefecer, a absorbancia foi mensurada no equipamento de andlise bioquimica
Chem Well T (Figura 8) em um comprimento de onda de 532 nm. Uma curva padréo de
MDA foi construida com concentracbes entre 0 e 100 nmol/ml antes da leitura das

amostras.

Figura 8: Equipamento de analise bioquimica Chem Well

4.9 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média. Foi realizado
teste t de Student ou a andlise de variancia de uma ou duas vias de acordo com o
experimento, seguido do pés-teste de Tukey. O nivel de significancia foi estabelecido
em 95%, p < 0,05. O programa utilizado foi o GraphPadPrism 6.0 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal e peso dos 6rgéos
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Em relagdo ao peso dos animais, a Tabela 1 mostra que os animais do grupo

sham + sildenafil estavam menores que os demais grupos, por isso, foi avaliada a

relacdo peso dos érgaos por peso corporal nos diferentes grupos. Os rins clipados de

ambos os grupos com hipertensdo renovascular mostraram atrofia, demonstrada pela

reducédo da relacao rim direito/peso corporal quando comparada com os grupos sham e

com a relagdo rim esquerdo/peso corporal do mesmo grupo. Nenhuma diferenca foi

observada na relacdo peso do rim esquerdo/peso corporal, nem na relacdo peso

coracao/peso corporal relativamente a inducdo de hipertensdo ou tratamento com

sildenafil. O peso absoluto dos orgéos também foi fornecido nessa tabela.

Tabela 1: Valores de peso corporal e peso dos 6rgédos nos diferentes grupos

Peso Peso Rim Rim Coragéao/ Rim direito Rim Coracéo (9)
corporal corporal direito/peso  esquerdo/peso peso (9) esquerdo
inicial () final (g) corporal corporal corporal (9)
(mg/g) (mg/g) (mg/g)

Sham + Veiculo 173,8+3,7 289,7+13,8 4,4+0,14 4,2+0,17 3,7+0,16 1,3+0,04 1,2+0,05 1,1+0,07
Sham + Sildenafil 157,1£1,2*  201,7+12,6°  4,3t0,2 4,3+0,23 4,2+0,28  0,85t0,04° 0,9+0,05" 0,83+0,05"
2R1C + Veiculo 174,0£2,8  272,8+134 2,6+0,3"° 4,3+0,31 4,1+0,22  0,74+0,12° 1,1+0,05  1,1+0,05
2R1C + Sildenafil 175,8+4,2 283,3t7,6  2,5+0,4°° 4,4+0,31 3,6£0,21  0,70+0,13° 1,2+0,08  1,0+0,05

Os valores foram comparados por Teste T

% p < 0,01 vs todos 0s outros grupos

®p < 0,01 vs ambos grupos sham

°p < 0,05 vs lado esquerdo do mesmo grupo

4 p < 0,05 vs sham + veiculo
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5.2 O sildenafil reduz a presséao arterial em ratos com hipertenséo renovascular

A Figura 9 mostra os tracados representativos da pressao arterial pulsatil (PAP),
pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um animal de cada grupo
estudado (sham + veiculo, sham + sildenafil, 2R1C + veiculo e 2R1C + sildenafil).

Sham Sham 2R1C 2R1C
o+ Veiculo + Sildenafil + Veiculo + Sildenafil
.
- -
50l
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[=]
=T N
& E
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Figura 9: Tragados representativos de um animal de cada grupo mostrando a pressao arterial pulsatil

(PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC).

Como esperado, a pressao arterial média estava aumentada em animais 2R1C +
veiculo quando comparados com o grupo sham + veiculo (175 + 6 vs.118 + 3 mmHg,
p<0,01). O tratamento dos animais 2R1C com sildenafil por sete dias reduziu a PAM

guando comparados com 0s animais hipertensos néo tratados (139 + 5 vs.175 £ 6
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mmHg, p<0,01). Também observamos que a administracdo de sildenafil nos animais
sham ndo modificou significativamente PAM (121 £ 7 vs.118 = 3 mmHg) (Figura 10).

3 Sham + Veiculo
3 Sham + Sildenafil
M JR1C+Yeiculo
BB (R1C + Sildenafil

Figura 10: Efeito do tratamento com sildenafil durante 7 dias sobre a pressédo arterial media (PAM) dos
grupos experimentais. a p<0,01 vs. sham + veiculo; b p<0,01 vs. sham + sildenafil; ¢ p<0,05 vs. sham +
veiculo; d p<0,01 vs. 2R1C + veiculo. ANOVA de uma via.

A figura 11 mostra os efeitos do tratamento com sildenafil sobre a frequéncia
cardiaca, demonstrando que nao houve diferenca significativa entre os quatro grupos

experimentais.

500 -
3 Sham + Yeiculo
400 - _— = Sham + Sildenafil
L B F1C +Yeiculo
= 300+ Bl 2R1C + Sildenafil
- 5 504
100 4
0

Figura 11: Efeito do tratamento com sildenafil durante 7 dias sobre a frequéncia cardiaca (FC) dos
grupos experimentais. ANOVA de uma via.
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5.3 Sildenafil restaura a sensibilidade do barorreflexo em ratos hipertensos

A Figura 12 mostra um tracado representativo de cada grupo com as alteracbes
na pressao arterial e frequéncia cardiaca apos a administracdo de drogas vasoativas
durante o teste do barorreflexo (FEN, 8 ug/Kg e NTP, 25 pg/Kg).

Sham Sham ZRI1C 2R1C
3501 + Yalculo + Sildenafil + Weiculo + Sildenafi
E ‘I- h .’ * v h
50
3sor
34 M
TE e

Figura 12: Tracados representativos de um animal de cada grupo mostrando alteracdes na pressao
arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média arterial (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em resposta ao
nitropusiato de sédio (setas brancas) e fenilefrina (setas pretas).

A Figura 13 mostra o ganho do barorreflexo induzido farmacologicamente nos
diferentes grupos. Os animais hipertensos tratados com veiculo apresentaram uma
reducdo no ganho do barorreflexo quando comparados com os ratos sham + veiculo

(respectivamente -1,93 + 0,12 vs. -3,63 £+ 0,31 bpm/mmHg, p<0,01). O tratamento dos
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ratos hipertensos com sildenafil por sete dias foi eficiente em melhorar o ganho do
barorreflexo (-3,18 £ 0,23 vs. -1,93 £ 0,12 bpm/mmHg, p<0,01).

0-- e
s 3 Sham + Weiculo
-1 o 3 Sham + Sildenafil
E’ B ZR1C +veiculo
2 E 21 RE BE JR1C + Sildenafil
S E ab
© 5 T
]
~ 4 T
5

Figura 13: Efeito do tratamento com sildenafil durante 7 dias na sensibilidade do barorreflexo ativado
farmacologicamente (a p<0,01 vs. sham + veiculo; b p<0,05 vs. sham + sildenafil; ¢ p<0,01 versus 2R1C
+ veiculo). ANOVA de uma via.

Os resultados do barorreflexo espontaneo foram similares ao barorreflexo
ativado farmacologicamete (Figura 14). Observou-se que o0s ratos hipertensos
apresentaram uma sensibilidade do barorreflexo reduzida quando comparada com
animais sham + veiculo (-1,90 + 0,22 vs. -3,95 + 0,46 bpm/mmHg, p <0,01) e o
tratamento com sildenafil por sete dias restaurou a sensibilidade do barorreflexo

espontaneo (-3,51 £ 0,29 bpm/mmHg vs. 2R1C + veiculo, p<0,05).
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Figura 14: Efeito do tratamento durante 7 dias na sensibilidade do barorreflexo espontaneo (a p<0,01 vs.
sham + veiculo; b p<0,05 vs. sham + sildenafil; ¢ p<0,05 vs. 2R1C + veiculo). ANOVA de uma via.

A avaliacdo do barorreflexo em ambos o0s casos, espontaneo ou ativado por
drogas vasoativas, revelou que o tratamento de ratos normotensos com sildenafil ndo
modificou a sensibilidade do barorreflexo neste grupo (-3,65 + 0,40 e -3,01 + 0,33

bpm/mmHg, respectivamente).

5.4 O tratamento com sildenafil por sete dias restaura desequilibrio autonémico
em ratos hipertensos

Para testar se o tratamento foi eficiente na correcdo do desequilibrio
autondémico em animais 2R1C, o tbnus simpatico e vagal para o coracao foram medidos
como o AFC apés bloqueio farmacolégico com propranolol e atropina respectivamente
(Figuras 15 e 16). O tdénus simpatico cardiaco estava aumentado no grupo 2R1C +
veiculo quando comparados com ratos sham nao-tratados (-60,9 = 8 bpm vs. -23 + 4
bpm, p<0,01). Além disso, tonus vagal cardiaco foi reduzido na hipertensédo (54,7 + 8
vs. 115,8 £ 10 bpm, p<0,01). O tratamento com sildenafil durante sete dias normalizou o
tbnus simpatico (-24,5 = 3 bpm, p<0,01) e vagal (110 + 9 bpm, p <0,01) em ratos com
hipertenséo renovascular. Ndo foram encontradas diferengas no grupo sham + sildenafil

guando comparado com sham + veiculo.
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Figura 15: Efeitos do tratamento com sildenafil no tdbnus autonémico ao coracdo. Bloqueio
com propranolol no AFC (p<0,01 vs. sham + veiculo; b p<0,01 vs sham + sildenafil; ¢ p<0,01
versus 2R1C + veiculo). ANOVA de uma via.
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Figura 16: Efeitos do tratamento com sildenafil no ténus autondmico ao coracdo. Bloqueio com
atropina no AFC (p<0,01 vs. sham + veiculo; b p<0,05 vs. sham + sildenafil; ¢ p<0,01 versus
2R1C + veiculo). ANOVA de uma via.

O barorreflexo espontaneo foi avaliado antes e apds bloqueio autondémico
(Tabela 2). Nao foram encontradas diferencas no barorreflexo espontaneo apés o

blogueio com atropina ou propranolol dentro dos grupos e entre grupos diferentes.
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Tabela 2: Valores do ganho do barorreflexo espontaneo antes e depois do bloqueio

autondmico
Antes do Depois da Depois do
blogueio atropina propranolol
Sham + Veiculo | -3,95+ 0,46 -3,52 +0,77 -3,73+0,80
Sham + Sildenafil | -3,65 +0,40 -3,67 £ 0,63 -4,64 + 0,42
2R1C + Veiculo | -1,90 +0,22 2P -2,41+0,25 -2,73 + 0,53
2R1C + Sildenafil | -3,51 + 0,29 ¢ -3,62 +0,77 -3,23+0,35

Os valores foram comparados por ANOVA de uma via para os diferentes grupos ha mesma situagéo e
pelo teste T para 0 mesmo grupo antes e apos o bloqueio.

% p < 0,01 vs sham + veiculo

®p < 0,05 vs sham + sildenafil

 p < 0,05 versus veiculo + 2R1C

Também foram comparados os valores de pressao arterial média e frequéncia

cardiaca antes das diferentes drogas e ndo houve diferenca entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Valores de PAM e FC antes das diferentes drogas

Antes do Teste do Depois do primeiro Depois do segundo

barorreflexo blogueio autondmico bloqueio autondmico
PAM FC (bpm) PAM FC (bpm) PAM FC (bpm)

(mmHg) (mmHg) (mmHg)

Sham + Veiculo 116 + 3 390+ 12 124 + 4 355+ 10 126 + 2 347 £ 10
Sham + Sildenafil 121 +7 370+ 21 120 +6 369 + 15 116 +6 383+ 22
2R1C + Veiculo 177 +6 381+ 13 186 + 10 390 £ 15 176 + 14 402 £ 21
2R1C + Sildenafil 144 +3 367 +9 151+8 329+10 149+ 6 328 + 18

Os valores foram comparados por ANOVA de uma via para 0 mesmo grupo nas trés situacdes diferentes.

Nao houve nenhuma diferenca.
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5.5 Tratamento com sildenafil reduziu o estresse oxidativo em ratos hipertensos

A quantificacdo de malondialdeido, um produto final da peroxidacao lipidica, esta
resumida na Figura 17. Um aumento na concentragédo de MDA de cerca de 30% foi
observado em animais 2R1C nao tratados, que receberam apenas veiculo, em
comparagcdo com os controles (1,67 + 0,08 vs. 1,29 = 0,06 nmol/m, p<0,05). O
tratamento por sete dias com sildenafil dos ratos 2R1C foi capaz de reduzir os niveis de
MDA, quando comparados aos animais hipertensos + salina (1,04 + 0,07 vs. 1,67 £ 0,08
nmol/mL, p<0,05). Em relagdo ao tratamento dos animais sham com sildenafil n&do

houve alteracdo da concentracado de malondialdeido.

2.4-
[ Sham + Veiculo

Sham + Sildenafil
Bl 2R1C + Veiculo
Bl 2R1C + Sildenafil

MDA
(nmol/mL)
X

0.0

Figura 17: Efeitos do sildenafil sobre o estresse oxidativo em ratos hipertensos. Quantificacdo de
malondialdeido no soro dos diferentes grupos ( a p<0,05 vs. sham + veiculo; b p<0,01 vs. sham +
sildenafil, ¢ p<0,01 vs. 2R1C + veiculo)
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6 DISCUSSAO discutir sildenafil gmpc e calcioe trabalho de Rubens fazan
2008 e taquicardia uso cronico

Este estudo teve como objetivo investigar se o tratamento oral por sete dias
com sildenafil, um inibidor especifico da PDES5, poderia melhorar o controle barorreflexo
da pressédo arterial e diminuir o estresse oxidativo em ratos com hipertenséao
renovascular. Este estudo € parte de uma série de trabalhos realizados por nosso grupo
de pesquisa para avaliar os efeitos da administracdo de sildenafil em modelos animais

de doencas cardiovasculares, numa perspectiva de medicina translacional.

A reducado da massa do rim direito foi confirmada pela reducdo na relacdo de
peso do rim/peso corporal em ambos os grupos 2R1C. O tratamento com sildenafil ndo
modificou este parametro (Tabela 1). Embora os resultados anteriores de nosso grupo
em ratos 2R1C tenham demonstrado que a inibicdo cronica da PDES foi capaz de
reduzir a atrofia do rim clipado (DIAS et al., 2014a, b), esta diferenca pode ser explicada
pelo fato de que o tratamento comecou 14 dias ap0s a cirurgia de inducdo da
hipertensdo, quando a hipertensdo renovascular ainda estd em desenvolvimento e
ainda nao esta totalmente estabelecida (NAVAR et al., 1998). Apesar do peso corporal
final ter sido diferente no grupo sham + sildenafil, isto ndo parece ser um efeito do
tratamento, uma vez que nao foi observada reducéo de peso no grupo 2R1C + sildenafil

e tampouco a reducéo de peso esta descrita na literatura.

Os novos achados sédo que a administracdo oral por sete dias do sildenafil em
ratos 2R1C reduziu a pressao arterial e melhorou o controle barorreflexo. Além disso, o
tratamento resultou em uma diminuicdo dos niveis séricos de MDA, que é um indicativo
de estresse oxidativo. Juntos, esses efeitos favoraveis do tratamento com sildenafil
contribuiram para a reducdo da pressdo arterial em ratos hipertensos tratados. O
sildenafil pode ser considerado como uma alternativa para o tratamento de pacientes
hipertensos resistentes. Ele esta atualmente disponivel para o tratamento de disfuncéo
erétil devido ao seu efeito vasodilatador no corpo cavernoso (SHUKLA et al, 2005;
FORSTERMANN; SESSA, 2012). Tem sido também descrito que o sildenafil é eficaz na
promocdo da vasodilatacdo sistémica, a qual pode contribuir para o seu efeito anti-
hipertensivo (RAJA; NAYAK, 2004; OLIVER et al, 2006).
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A eficécia do tratamento com sildenafil na reducdo da presséo arterial média
em ratos 2R1C é notavel (Figuras 9 e 10). Esta observagdo est4d de acordo com
resultados anteriores realizados em camundongos 2R1C. A administragéo de sildenafil
(40 mg/kg/dia, via oral) por duas semanas em camundongos C57BL com hipertenséo
renovascular resultou na reducéo da PA e melhora da funcdo endotelial pelo equilibrio
NO/EROs (DIAS et al, 2014; FAHNING et al, 2015), como também normalizacédo dos
niveis de Ang | e Il intra-renal e aumento de Ang 1-7 (DIAS et al, 2014). Outros
trabalhos com ratos demostram o efeito benéfico de inibidores da PDES5S sobre a PA
(STEGBAUER et al, 2013). Tratamento com atorvastatina (45mg/kg) e sildenafil
(50mg/kg) em ratos por 8 semanas resultou em um efeito antioxidante, diminuicdo da
atividade vascular da NADPH, melhora da fungdo vascular e reducdo da PA
(GUIMARAES et al, 2013).

Em ratos normotensos, o sildenafil ndo modificou a pressdo sanguinea, o que
estd em conformidade com o descrito anteriormente (FERREIRA-MELO et al, 2006;
ROSSONI et al, 2007). Em seres humanos, o tratamento de pacientes hipertensos com
sildenafil durante 15 dias foi capaz de reduzir a pressdao sanguinea num grau
semelhante ao utilizado com drogas anti-hipertensivas, quando administrados como
monoterapia (OLIVER et al, 2006). Em outros estudos, também com sildenafil,
observou-se melhora nos niveis pressoricos de pacientes com hipertenséo resistente
(OLIVER et al, 2010; QUINAGLIA et al, 2013).

E importante realcar que a reducdo na pressdo arterial induzida pelo
tratamento com sildenafil ndo foi acompanhada por um aumento na frequéncia cardiaca
(Figura 11). Isto também foi observado em pacientes hipertensos que receberam
sildenafil cronicamente (OLIVER et al, 2006). Estudos anteriores em ratos hipertensos
encontraram uma ligeira diminuicdo da resisténcia vascular periférica total apds a
inibicdo cronica da PDES5, sem alteracGes de FC. Isto sugeriu que o efeito de reducéo
da pressdo sanguinea da droga ndo desencadeia uma resposta taquicardica reflexa
(FERREIRA-MELO et al, 2006). Esta observacéo é crucial porque uma preocupac¢ao da
administracdo cronica do sildenafil € o potencial de ativagdo simpética, o que poderia
limitar ou neutralizar efeito redutor da presséo arterial (TADDEI; GHIADONI, 2006).
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Apesar de ter sido descrito que a injecao intracerebroventricular e intratecal de sildenafil
agudamente aumentam a pressdo sanguinea e atividade simpatica lombar em ratos
(FAZAN et al, 2008; BOMBARDA et al, 2011) e que, em seres humanos, uma dose
Unica de sildenafil aumentou atividade simpética vascular avaliada por noradrenalina
plasmética (DOPP et al, 2013), estes resultados ainda sdo controversos. Diferentes
estudos clinicos apoiam a ideia de que o sildenafil administrado por via oral néo
aumenta a atividade simpatica em humanos (TADDEI; GHIADONI, 2006; STIRBAN et
al, 2009). No presente trabalho observou-se que o tratamento ndo aumentou a
atividade simpatica para o coracdo (Figura 15). Pelo contrario, animais 2R1C +
sildenafil mostraram reducdo da atividade simpatica para 0 coragdo, quando

comparados com os animais hipertensos nao tratados.

Um achado importante do presente trabalho € que o sildenafil foi eficiente na
restauragdo na sensibilidade do barorreflexo tanto induzido por drogas como
espontaneo (Figura 13 e 14), que esta prejudicado em ratos 2R1C, como descrito
anteriormente (BOTELHO-ONO et al, 2011; QUEIROZ et al, 2012). Embora a
adaptacdo do metodo de Oxford utilizando doses uUnicas de NPS e FEN para avaliar
sensibilidade do barorreflexo induzido por drogas pode ndo ser a abordagem mais
adequada para demonstrar a funcdo do barorreflexo, este método € bem aceito na
literatura (BRAGA et al, 2008; BOTELHO-ONO et al, 2011; MONTEIRO et al, 2012;
ALVES et al, 2015). A principal limitacdo do uso de doses individuais in bolus de drogas
vasoativas para avaliar a funcdo do barorreflexo € que ndo é possivel construir uma
curva sigmoide completa, que seria mais informativa. Isto pode afetar a interpretacao
dos dados uma vez que cada grupo pode estar em diferentes partes da curva
barorreflexo. Por isso, o barorreflexo espontaneo foi avaliado para cada grupo.
Independentemente do ponto na curva do barorreflexo, os nossos dados sobre a
sensibilidade do barorreflexo induzido por drogas sdo suportados pelos dados
barorreflexo espontaneo, ambos mostrando que o sildenafii melhora a funcao
barorreflexa em ratos 2R1C. E importante destacar que as diferencas na SBRE n&o
foram evidentes entre os grupos apés o bloqueio autonémico. Isto pode ser explicado
pelo fato de que, sob efeito de blogueio autonémico, a técnica da sequéncia torna-se

menos precisa na estimativa ganho barorreflexo (STAUSS et al, 2006).
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Hoje em dia, é bem aceito que o0s prejuizos de mecanismos subjacentes ao
controle barorreflexo da pressdo sanguinea na hipertensdo envolvem, pelo menos em
parte, aumento do estresse oxidativo mediado por Ang Il ao longo do eixo formado pelo
orgdo subfornical, nudcleo paraventricular do hipotalamo e bulbo ventrolateral rostral
(SFO-PVN-RVLM) (BRAGA et al, 2011; DE QUEIROZ et al, 2013). Foi mostrado que o
sildenafil pode interferir no SRAA durante a hipertensdo. Catorze dias de tratamento de
animais 2R1C com sildenafil resultou na redugédo da Ang Il no rim clipado, e aumento
na Ang 1-7 em rim e no plasma (DIAS et al, 2014a, b). A Ang 1-7 € um produto da
clivagem da Ang Il pela enzima ECA2. Ele atua em um receptor acoplado a proteina G
(receptor Mas) e tem efeitos opostos aos da Ang Il (SANTOS et al, 2013). Embora nao
tenha sido medido diretamente no presente trabalho, ndo podemos descartar a
possibilidade de que o tratamento com sildenafil diminui a cascata de sinalizagcdo do
SRAA em regides do cérebro envolvidas no controle cardiovascular, como eixo SFO-
PVN-RVLM.

Curiosamente, Aboutabl e colegas mostraram que a inibicdo crénica da PDES
reduziu a pressdo sanguinea em ratos deficientes em NO e aumentou a concentracao
de nitrito/nitrato plasmatica, assim como o0s niveis de GMPc, o que sugere que 0
tratamento com sildenafil pode restaurar, pelo menos em parte, a via do NO/GMPc
neste modelo (ABOUTABL et al, 2008). E importante ressaltar que o estresse oxidativo
e producdo excessiva de EROs estdo envolvidos na diminuicdo da biodisponibilidade
do NO devido a reacdo com superéxido para formar peroxinitrito (TOUYZ, 2004). E bem
conhecido que EROs e NO desempenham um papel regulador fundamental na
neurotransmissdo em importantes areas do cérebro de controle cardiovascular (KISHI
et al, 2001; KISHI; HIROOKA, 2012; NISHIHARA et al, 2012a, b). Foi anteriormente
mostrado pelo nosso grupo que, em adicdo ao seu mecanismo de acdo classico, o
sildenafil também é capaz de aumentar a biodisponibilidade de NO em aorta e
mesentério (DIAS et al, 2014a; LEAL et al, 2015). Se 0 mesmo mecanismo ocorre em
cérebro, isto poderia explicar a melhora no desequilibrio autonémico promovida pelo
tratamento com sildenafil em ratos hipertensos (Figura 15 e 16). Animais 2R1C tratados
apresentaram diminui¢do no ténus simpatico e aumento do tdnus parassimpético para o

coracdo. A falta de medida direta da atividade do nervo simpatico € uma limitagdo do
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estudo. Ainda, ndo esta claro se a melhoria de barorreflexo é uma causa ou uma
consequéncia da reducgédo da pressédo arterial em animais tratados. No entanto, numa
perspectiva translacional, o objetivo principal de qualquer terapia anti-hipertensiva é
reduzir a pressao arterial, e isto foi alcancado pelo tratamento no presente trabalho.

Os inibidores da fosfodilestarase apresentaram atividade antioxidante e
reduzem os niveis de MDA no plasma em ratos diabéticos tratados (MILANI et al,
2005). Isto estd de acordo com nossos achados visto que no presente estudo verificou-
se que a inibicdo da PDES5 diminuiu a peroxidacdo lipidica do soro, um marcador de
estresse oxidativo sistémico. Foi demonstrado que o aumento de MDA no soro esta
associado ao aumento do estresse oxidativo em RVLM e PVN em ratos 2R1C
(CAMPOS et al., 2011). O efeito antioxidante observado do sildenafil esta de acordo
com investigacdes anteriores de nosso grupo de pesquisa (BALARINI et al, 2013;
RODRIGUES et al, 2013; DIAS et al, 2014b; FAHNING et al, 2015) e de outros grupos
(KOUPPARIS et al, 2005; SHUKLA et al, 2005; SCHAFER et al, 2008; BIVALACQUA et
al, 2009; GUIMARAES et al, 2013) em diferentes tecidos. Ainda, ha estudos que
demonstram que o tratamento com sildenafil provocou uma reducdo dos niveis
citoplasmaticos de anion superoxido e de peroxido de hidrogénio somados a efeitos
protetores no DNA de células de medula éssea de camundongos nocautes para
apolipoproteina E (BERNADES et al, 2016). Acreditamos que a melhoria da
sensibilidade do barorreflexo esta diretamente envolvida com a reducdo das EROs,
uma vez que diferentes trabalhos do nosso grupo (NUNES et al, 2010; GUIMARAES et
al, 2012; MONTEIRO et al, 2012;QUEIROZ et al, 2012; ALVES et al., 2015) e outros
(NISHI et al., 2010b, 2013) apoiam a ideia de que o tratamento antioxidante com
moléculas naturais ou sintéticas pode aumentar o ganho do barorreflexo na hipertenséo
experimental. O estresse oxidativo ao longo do eixo SFO-PVN-RVLM esta envolvido no
controle barorreflexo diminuido da pressdo sanguinea durante a hipertensdo (BRAGA
et al., 2011). Considerando que o sildenafil pode atravessar a barreira hemato-
encefalica e agir centralmente (RAJA; NAYAK, 2004), nosso préximo passo € investigar
se a inibicdo crénica da PDE5 com sildenafil diminui centralmente estresse oxidativo
nas principais areas do cérebro envolvidas no controle cardiovascular e do ténus

simpatico. Embora tenha sido demonstrado que a inibicdo de PDE5 pode diminuir o
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estresse oxidativo devido a reducdo na expressao de proteinas importantes, como
NAD(P)H oxidase subunidade gp91°" e Rac nas cascatas de producdo de EROs
(SCHAFER et al., 2008), a informagdo sobre os resultados semelhantes no sistema

nervoso central ndo se encontra ainda disponivel.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, este é o primeiro estudo a mostrar que a inibicdo da PDES5, por
meio do citrato de sildenafil, é capaz de melhorar a sensibilidade do barorreflexo em
ratos com hipertensdo renovascular. Essa melhora estd associada a correcdo do
desequilibrio autonémico em ratos 2R1C. Também foi documentado que o tratamento
com sildenafil foi eficiente na reducdo do estresse oxidativo sistémico e reducdo da
pressao sanguinea em animais hipertensos tratados com sildenafil. Este estudo reforca
o conceito de que a administracdo crbnica de inibidores de PDE5 pode ser util na

normalizagdo da pressao sanguinea em pacientes resistentes.
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Figura 18: Esquema representativo das principais observacdes deste estudo.
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Renal artery stenosis is frequently associated with resistant hypertension, which is
defined as fallure to normalize blood pressure (BP) even when combined drugs are used.
Inhibition of PDES by sildenafil has been shown to increase endothelial function and
decrease blood pressure in experimental models. However, no available study evaluated
the barorefiex sensitivity nor autonomic balance in renovascular hypertensive rats treated
with sildenafil. In a translational medicine perspective, our hypothesis is that sildenafil
could improve autonomic imbalance and baroreflex sensitivity, contributing to lower blood
pressure. Renovascular hypertensive 2-kidney-1-clip (2K1C) and sham rats were treated
with sildenafil (45 mg/Kg/day) during 7 days. At the end of treatment, BP and heart rate
(HR) were recorded in consclous rats after a 24-h-recovery pericd. Spontaneous and
drug-induced baroreflex sensitivity and autonomic tone were evaluated; in addition, lipid
peroxidation was measured in plasma samples. Treatment was efficient in increasing
both spontanecus and induced baroreflex sensitivity in treated hypertensive animals.
Inhibition of PDES was also capable of ameliorating autonomic imbalance in 2K1C
rats and decreasing systemic oxidative stress. Taken together, these beneficial effects
resulted in significant reductions in BP without affecting HR. We suggest that sildenafil
could be considered as a promising alternative to treat resistant hypertension.

Keywords: resistant hypertension, sildenafil, baroreflex, nitric oxide, angictensin-Il

INTRODUCTION

Even though arterial hypertension is the most common modifiable risk factor for cardiovascular
diseases, it is still an important health problem worldwide. It is predicted that its prevalence
will reach 1/3 of global population by 2025 (Chokshi et al. 2013; Oparil and Schmieder, 2015).
Stenosis of renal artery is frequently associated with resistant hypertension. In those patients, the
usually available antihypertensive drugs protocol fail to normalize blood pressure (BP), even when
in association (Faselis et al, 2011; Carey, 2013; Vongpatanasin, 2014). Therefore, the urgency
in developing new approaches to treat arterial hypertension is clear. The experimental model
of renovascular hypertension proposed by Goldblatt mimics human renovascular hypertension
(Goldblatt et al., 1934; Navar et al., 1998). In that model, known as 2-kidney-1-clip (2K1C)
maodel, the unilateral renal artery stenosis reduces renal perfusion and chronically stimulates the
renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS; Navar et al., 1998).
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Several studies describe that the central control of BP is
impaired during hypertension in humans and animal models,
possibly due to autonomic dysfunction (Irigoyen and Krieger,
1998; Campagnaro et al., 2012; Grassi et al., 2015). Angiotensin
11 {Ang I1) can directly affect central areas involved in autonomic
control. The activation of type 1 Ang II receptor (AT1R) and
the consequent production of reactive oxygen species (ROS) on
different brain nuclei invelved in autonomic control are currently
well-accepted mechanisms for explaining autonomic dysfunction
observed in arterial hypertension (Braga et al., 2011; de Queiroz
etal, 2013). In recent studies, our group and others have shown
that antioxidant therapy can reverse the reduced baroreflex
sensitivity in spontaneously hypertensive rats (SHR) and in
renovascular hypertensive rats (Nishi et al., 2010a; Botelho-Ono
etal., 2011; Guimaries et al., 2012; Monteiro et al., 2012).

Sildenafil is a specific inhibitor of phosphodiesterase 5
(PDES), the enzyme responsible for degrading cyclic guanosine
monophosphate (¢cGMP). Thus, the main mechanism of action
for this drug is the increase in nitric oxide (NO)/cGMP signaling
pathway (Terrett et al., 1996; Palit and Eardley, 2010). In addition,
our group has recently shown that sildenafil exhibits antioxidant
properties (Balarini et al., 2013; Rodrigues et al., 2013; Dias et al.,
2014b; Fahning et al, 2015 Leal et al, 2015). However, the
efficacy of sildenafil in ameliorating central control of BP during
arterial hypertension has not been investigated. In the present
study, we aimed to evaluate the possible effects of sildenafil
treatment on the central contrel of blood pressure through
baroreflex sensitivity in 2K1C hypertensive rats. Furthermore, we
evaluated whether the treatment was able to improve autonomic
imbalance by reducing oxidative stress in those animals.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Thirty eight Wistar rats (Ratfus norvegicus) weighing 150-200 g
were used. Animals were bred and housed in a temperature and
humidity-controlled room set to a 12/12 h dark/light cycle with
access to water and regular chow (Labina®, Purina, SP, Brazil) ad
libitum. Experimental procedures were performed in accordance
with National Institutes of Health (NIH) guidelines and protocols
were approved by Institutional Animal Care and Use Committee
(CEUA-UFPB protocol #042/2015).

Study Design

Animals were divided in four different groups: (1) Sham +
vehicle (n = 9): animals were submitted to sham surgery
and received vehicle during 7 days; (2) Sham + sildenafil
{n = 7): animals were submitted to sham surgery and received
sildenafil citrate during 7 days (45 mg/Kg/day) by gavage;
(3) 2KIC + wvehicle (n = 11): animals were submitted to
renal artery clipping to induce renovascular hypertension and
received vehicle during 7 days; and (4) 2KI1C + sildenafil
(n = 11): animals were submitted to renal artery clipping
to induce renovascular hypertension and received sildenafil
citrate during 7 days (45 mg/Kg/day by gavage). Sildenafil dose
was chosen based on previous studies and on the difference
on pharmacokinetics for sildenafil in different species (Walker

et al., 1999; Ferreira-Melo et al., 2006; Guimardes et al., 2013).
Baseline blood pressure (BP) and heart rate (HR), baroreflex
function and autonomic tone evaluation test were performed
in most of the animals for each group, including the ones
used for typical raw tracings representation. Firstly, baseline BP
and HR were recorded for 40 min. For drug-induced baroreflex
function studies, phenylephrine and sodium nitroprusside were
randomly administered with 15min interval between doses in
order to guarantee that cardiovascular parameters were back to
baseline values. Lastly, propranolol and atropine were randomly
administered with 3 h interval between doses. Details are given in
specific protocols ahead. Body weight and cardiovascular baseline
values for each experimental protocol is shown in Table 1 and
Table 2. respectively.

Renal Artery Clipping

The induction of renovascular hypertension was performed as
previously standardized in our laboratory (Botelho-Ono et al,
2011; Queiroz et al., 2012). Briefly, animals were anesthetized
with a mixture of ketamine and xylazine (75 and 10mg/Kg,
respectively, ip.). The surgical procedures were executed only
after the absence of withdraw and corneal reflexes. Right renal
artery was carefully exposed through a retroperitoneal incision.
A U-shaped silver clip (0.2 mm wide opening) was positioned
around renal artery to decrease renal blood flow. Sham animals
underwent the same surgical process, except for the implantation
of the silver clip. After 5 weeks of surgery, the treatment protocol
with sildenafil or vehicle was started and continued for 7 days.

Hemodynamic Measures

Six weeks after the induction of hypertension (or sham
surgery), rats were anesthetized with a mixture of ketamine
and xylazine (75 and 10 mg/Kg, respectively, i.p.) for catheters
implantation and direct hemodynamic measurements. The
surgical procedures were executed only after the absence of
withdraw and corneal reflexes. Polyethylene catheters were
inserted into the femoral artery and vein though a small inguinal
incision in order to allowing blood pressure (BP) recordings and
drug administration, respectively. Pulsatile arterial pressure was
recorded using a pressure transducer (BRPL2, WPI, Sarasota,
FL, USA) coupled to an amplifier and to an acquisition system
(PowerLab, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia) using
a specific software (LabChart 5.0, ADInstruments, Bella Vista,
NSW, Australia). Systolic arterial pressure (SAP), mean arterial
pressure (MAP), diastolic arterial pressure (DAP), and heart rate
(HR) were derived from the pulsatile arterial pressure online.

Baroreflex Sensitivity Test

Baroreflex sensitivity was evaluated after a 24-h-recovery from
the catheter implantation surgery. After 40 min of blood pressure
and heart rate baseline recordings, reflex responses were obtained
using vasoactive drugs as previously described using the modified
Oxford method (Botelho-Ono et al, 2011; Guimardes et al.,
2012; Alves et al., 2015). Briefly, a single bolus injection of
phenylephrine (PHE, 8 pg/Kg) or sodium nitroprusside (SNF
25 pg/Kg) was randomly given in order to elicit changes in
blood pressure, which were similar in all groups. The second
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TABLE 1 | Weight values from the different groups.

Initial body ~ Final body Right Left Heart Right kidney  Leftkidney  Heart weight
weight (g) weight (g) kidney/ Body kidney/Body weight/Body weight (g} weight (g) i=1]
weight [mg/g)  weight (ma/g)  weight (mo/g)
Shem + Vehicle ~ 1738+37 2897 +138 444014 42+ 017 A7 +0.18 13+0M 124006 114007
Sham + Gikdenafl 1571128 2M74126° 434020 431023 424028 08540049  09+005° 0830059
2KIC+Vehics 1740428 27284134 26 4 0.370C 434031 414022 074+012 11+005 114005
2KIC + Sidenafl 1755442 2833476 254040 44403 A6+0.2 0704£013°  12£008 104005

Bp = Q.07 vs. all other groups.

5p .- (.01 ws. both sham groups.

“p « 0.05 vs. laft side from the same group.
dp = 0.05 ws. sham + vahick.

TABLE 2 | Values of MAP and HR before different drugs.

Before baroreflex test Before first autonomic blockade Before second autonomic blockade
MAP (mmHg) HR {pm) MAP (mmHg) HAR {bpm) MAP (mmHg) HR (bpm)
Sham + Vehicla 116+£3 300 £ 12 124+ 4 355 £ 10 iw+2 347 +£10
Sham + Sildenafi 1217 amox 120+ 6 369 £ 15 MELE Jsat22
210 + Viehicle 177+ 6 381 +£13 1856 + 10 390+ 15 176+ 14 am2 + 21
2K1C + Sidenafil 14423 3EFL9 181+£8 329£10 149+ 6 326 £18

Values wene comparad by one-way ANOW for the same group in the thres different situations. No differonces were found.

drug was administrated only after MAP and HR had returned
to baseline values (15min interval between drugs). Cardiac
baroreceptor reflex responses were evaluated at the maximum
(peak changes) responses (Giusti et al., 2011). Reflex changes
in HR were quantified and plotted as changes in heart rate
over changes in mean arterial pressure (AHR/AMAP beats
per minute/mmHg). Data were analyzed by linear regression
using Prism 6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
and the slope of linear regression provided baroreflex gain for
each animal. Also, spontaneous baroreceptor reflex sensitivity
(SBRS) was evaluated as previously described (Braga et al., 2008;
Fazan et al, 2008) using the sequence method. A baroreflex
sequence was defined as a sequence of at least four heart beats in
which both systolic arterial pressure and pulse interval increased
(up sequences) or decreased (down sequences). The gain of
the baroreflex response was calculated and expressed as beats
per minute/mmHg). Tracings were analyzed using HemoLab
software (kindly provided by Dr. Harald Stauss, University of
Iowa, version 9.3). The absolute values for DAP and SAP over
which the spontaneous baroreflex was assessed were, respectively
(in mmHg): sham + vehicle: 111 & 12 and 141 £ 4; sham +
sildenafil: 104 £+ 7 and 143 + 9; 2K1C + wvehicle: 152 &+ 6 and
209 & 10; 2K1C + sildenafil: 117.5 + 4 and 177 + 4.

Evaluation of Autonomic Control of Heart
Rate

Autonomic function was assessed in conscious animals (Botelho-
Ono et al, 2011; Xia et al., 2013). Autonomic blockade was
performed to evaluate the contribution of sympathetic and
parasympathetic nervous system to heart rate control. Changes in

heart rate after the injection of propranolol (B-blocker, 5 mg/Kg,
i.v.) or atropine (muscarinic receptor blocker, 4 mg/Kg, i.v.) were
calculated and expressed as AHR. Variation in mean arterial
pressure (AMAP) was also measured. Each drug administration
was randomly chosen and separated from each other by an
interval of at least 3h on the same day. The first autonomic
blockade was performed after MAP and HR had returned to
baseline values from baroreflex studies (15min). To assure
that there was no interference of baroreflex drugs or the first
autonomic blockage on autonomic responses, values for MAP
and HR prior to baroreflex, prior to the first autonomic drug
and prior to the second autonomic drug were provided in
Table 2. No differences were found among treatments within the

groups.

Oxidative Stress Assay

After the blood pressure recording experiments, blood was
collected through the venous catheter and centrifuged at
200g, 4°C, during 15min. Serum samples were collected
for thiobarbituric acid reactive species (TBARS) assay. The
concentration of malondialdehyde (MDA}, an end product of
lipid peroxidation, was measured as an indicative of oxidative
stress. In this assay, MDA reacts with thiobarbituric acid to
produce a red-colored complex. Briefly, 400 pL of perchloric
acid (7%) was added to 250 pL serum, mixed and centrifuged
at 600 g, 4°C, during 20 min. The supernatant was collected,
added to 400 L of thiobarbituric acid (0.6%), heat at 60°C
during 1h and read at 532nm. A standard curve of MDA
was constructed and the results were expressed as nmol of
MDA/mL.
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FIGURE 1 | Sildenafil reduces blood pressure in hypertensive rats. (A) Representative tracings from one animal of each group (Sham + vehicle, Sham +
sildenafi, 2K1C + vehicle, and 2K1C + sidenafil) showing pulsatile arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP), and heart rate (HR). (B) Effect of siklenafi
treatment during 7 days on MAP (g, p « 0.01 vs. sham + vehicle; b, p < 0.01 v=. sham + sildenafil; c, p « 0.05 vs. sham + vehiclks; d, p < 0.01 va. 2K1C + vehicle).

Kidney and Heart Weight

After the experiments animals were euthanized with an overdose
of thiopental (200mg/Kg). Kidneys and heart were collected,
cleaned from connective tissue and weighed.

Statistical Analyzes

All results are expressed as mean = SEM. Statistical comparisons
ameng groups were performed by f-test or one-way ANOVA
followed by Tukeys post hoc when appropriate. Statistical
analyzes were performed using Prism 6 and the differences were
considered significant when p = 0.05.

RESULTS
Body and Organs Weights

As shown in Table 1, animals from group sham + sildenafil
were smaller than others. Considering that, organ weights
were corrected by body weight. Clipped kidney from
both renovascular hypertensive groups showed atrophy. as
demonstrated by the reduction in right kidney weight/body
weight ratio in relation to the other kidney in the same group.
No differences were observed in left kidney weight/body weight
ratio nor heart weight/body weight ratio regarding the induction
of hypertension or treatment with sildenafil. Absolute values for
organ weights were also provided in Table 1.

Sildenafil Treatment Decreases Blood

Pressure in Hypertensive Rats

The results of mean arterial pressure (MAFP) and heart rate (HR)
are summarized in Figure 1. Figure 1A shows representative
tracings of pulse arterial pressure (PAP), MAP and HR from
one animal of each studied group. As expected, MAP was
increased in 2K1C + vehicle animals when compared with
sham + wehidle (175 + 6 vs. 118 =+ 3mmHg, p = 0.01;
Figure 1B). Sildenafil treatment reduced MAP when compared
to non-treated hypertensive animals (139 £ 5vs. 175 + 6 mmHg,
p = 0.01; Figure 1B). The administration of sildenafil to sham
animals did not significantly medify MAP (121 + 7 vs. 118
+ 3mmHg). Conversely, HR was not different among all four
groups (Figures 1A,C).

Sildenafil Treatment Improves Baroreflex

Sensitivity in Hypertensive Rats

The representative tracings of changes in blood pressure and
heart rate after the administration of vasoactive drugs and
baroreflex gain are shown in Figures 2A4,B. Vehicle-treated
hypertensive animals presented a reduction in baroreflex gain
when compared with sham + wehicle rats (—1.93 £ 0.12
vs. —3.63 + 031bpm/mmHg, p = 0.01; Figare2B). The
treatment of hypertensive rats with sildenafil for 7 days was
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FIGURE 2 | Sildenafil restores baroreflex sensitivity in hypertensive rats. (&) representative tracings from one animal of each group (Sham + vehicls, Sham +

sildenafi, 2K1C + wehicks, and 2¥1C + sildenafil] showing changes in pulsatils arteral pressure [FAF), mean artenal pressure (MAF), and heart rata (HA) in responss to
sodium nitroprusside (25 oy, open armows) and phemydephnine (B pg/¥g. black amows). (B) effect of sidenafil treatmant during 7 days on pharmacologically-evoked
baroreflax sensitivity (baroreflex gain; a, p < 001 va. sham + wehicle; b, p = 005 vs. sham + sildenafl; c. p = 0.01 va. 2K1C + wehicls). (C) effect of sidenafl freatment
during 7 days on spontansous baroraflax sansitivity (berorafiex gain; a. p « 0,01 va. sham + wehicle; b, p = 0.05 va_ sham + sidenafl; c. p « 0.05va. 2K1C + wehicla).
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FIGURE 3 | Effects of treatment with sildenafil on autonomic tonus to the heart. (&) Effect of atropine blocksds on resting HR (&, p < 0,01 va. sham + wehicls;
b. p < .05 ve. sham + sildenafil; ¢, p < 0.01 va. 210G + wehicle). (B) Effect of propranclol blockads on resting HR (8, p < 0.01 va. sham + wehide; b, p < 0.01 vs.
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efficient in improving the baroreflex gain (—3.18 £ 0.23 vs.
—1.93 £ 0.12bpm/mmHg, p = 0.01). These results were
similar in SBRS (Figure 2C). Hypertensive animals presented
reduced SBRS when compared with sham + wvehicle animals
(—1.90 = 0.22 vs. —3.95 £ 046 bpm/mmHg, p = 0.01) and
the treatment restored SBRS (—3.51 + 0.29 bpm/mmHg vs.
2KI1C + vehicle, p = 0.05). In both spontaneous and drug-
induced baroreflex activation, treatment of normotensive rats did
not modify baroreflex sensitivity (—3.65 £ 0.40 and —3.01 £
0.33 bpm/mmHg, respectively, p = 0.05). Values for SBRS
and drug-induced baroreflex gain were not different within
groups.

Treatment with Sildenafil for 7 Days
Restores Autonomic Imbalance in
Hypertensive Rats

To test whether the treatment was efficient in correcting
autonomic imbalance in 2KIC animals, sympathetic, and
vagal tone to the heart were measured as the AHR after
pharmacological blockade with propranclol and atropine
(Figure 3). Cardiac sympathetic drive was increased in 2KI1C
+ vehicle group when compared with non-treated sham rats
(—60.9 + 8bpm vs. —23 + 4 bpm, p = 0.01). Moreover, cardiac
vagal tone was reduced in hypertension (54.7 = & vs. 115.8
+ 10 bpm, p < 0.01). Treatment with sildenafil during 7
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days normalized sympathetic (—24.5 = 3 bpm, p < 0.01) and
vagal tone (110 = 9 bpm, p < 0.01) in 2KI1C hypertension.
No differences were found in sham + sildenafil group when
compared to sham + vehicle. Changes in MAP after adrenergic
blockade with propranclol followed the same pattern as HR
(—34.6 £ 2mmHg in sham + vehicle vs. —60.4 £ 6mmHg in
2K1C + vehicle, p = 0.01 and —36.5 £ 3 mmHg in 2KIC +
sildenafil, p = 0.01 vs. 2ZK1C + wehicle). No differences were
observed in sham + sildenafil. Regarding muscarinic blockade
with atropine, no differences were found in AMAP in all groups.
In addition. SBRS was evaluated before and after autonomic
blockade, as presented in Table 3. No differences were found in
SBRS after atropine or propranolol blockade within groups and
between different groups.

Sildenafil Treatment Reduces Oxidative

Stress in Hypertensive Rats

The quantification of MDA, a final product of lipid peroxidation,
is summarized in Figare 4. An increase in MDA concentration
of about 30% was observed in non-treated 2K1C animals when
compared with controls (1.67 + 0.08 vs. 1.29 + (.06 nmol/mL,
p = 0.05). Sildenafil treatment given to 2ZK1C rats for 7 days
was able to reduce MDA levels when compared to non-treated
hypertensive rats (1.04 + 0.07 vs. 1.67 £+ 0.08 nmol/mL, p <
0.05). Treatment of sham animals with sildenafil did not modify
this parameter.

TABLE 3 | Values of spontaneous baroreflex gain before and after
autonomic blockade.

Before blockade  After atropine  Afier propranclol
Sham + Vehicla —3.05+ 0.46 —3.52+057 —373+080
Sham + Sildanafi —3.65+0.40 —3.67 £ 0.63 —464+042
2K1G + \ehicle —-1.80+ 02280 —2.41+ 025 —-273+053
2¥1C + Sildenafil —3.512020° —-3.62 057 —-323+035

Vakmes were compared By one-way ANDOWA for different groups under the same situation
and by t-fest for the sme group bafre and after biocksds.

®p « 0.0 ve. sham + vehicie,

Bp  0.05 ve. sham + sidenafl,

“p . 0.05 va. 2K1C + veficie,

O Sham + Vehicke
ab L3 Sham + Sadenafi
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FIGURE 4 | Sildenafil effects on oxidative stress in hypertensive rats.
CQuantification of malondizldatnyde in serum of the different groups (a, p < 0L05
va. sham + wehicle; b, p < 0.01 vs. sham + sildensfil; ¢, p < 001 va. 2K1C +
wehicls).

DISCUSSION

In this study we aimed to investigate whether oral treatment
with a specific PDES inhibitor would improve baroreflex
sensitivity in renovascular hypertensive rats. This study is
part of a series of studies conducted by our research group,
which evaluate the eflects of sildenafil administration in
animal models of cardiovascular diseases in a translational
medicine perspective. Our novel findings are that 7 days of
oral sildenafil administration to 2K1C rats were efficient in
improving baroreflex control of HR and reestablish autonomic
balance to levels of non-hyperiensive animals. Furthermore,
the treatment decreased serum lipid peroxidation, which
is an indicative of oxidative stress. Taken together, these
favorable effects of sildenafil treatment were accompanied
by a significant reduction in BP in treated hypertensive
rats. We propose that sildenafil could be considered as a
potential alternative pharmacological approach to treat resistant
hypertensive patients.

The efficacy of sildenafil treatment in reducing mean arterial
pressure in 2KI1C rats is remarkable (Figures 1A,B). This
observation is in accordance with previous results by us in
2K1C mice (Dias et al., 2014a.b; Fahning et al., 2015) and by
others in rats (Guimardes et al., 2013; Stegbauer et al., 2013).
In normotensive rats, sildenafil did not modify blood pressure,
which is in accordance with previously described (Ferreira-Melo
et al, 2006; Rossoni et al, 2007). In humans, treatment of
hypertensive patients with sildenafil during 15 days was able to
reduce blood pressure in a degree similar to commonly used
antihypertensive drugs, when given as monotherapy (Oliver
et al., 2006). It is important to highlight that the reduction in
BP elicited by sildenafil treatment was not accompanied by an
increase in heart rate (Figure 1C). This was also observed in
hypertensive patients that received sildenafil chronically (Oliver
et al., 2006).

Previous studies in hypertensive rats found a slight decrease
in total peripheral vascular resistance after chronic PDES
inhibition, with no changes in HR. This suggested that the
blood pressure-lowering effect of this drug did not trigger a
reflex heart rate response (Ferreira-Melo et al, 2006). This
observation is crucial because one concern of sildenafil chronic
administration is the potential sympathetic activation, which
could limit or blunt BP-lowering effect (Taddei and Ghiadoni,
2006). Although it was described that intracerebroventricular
and intrathecal injection of sildenafil acutely increased blood
pressure and lumbar sympathetic activity in rats (Fazan et al.,
2008; Bombarda et al., 2011) and that, in humans, a single dose of
sildenafil increased sympathetically-mediated vascular tone and
norepinephrine plasma levels (Dopp et al., 2013), these results
are still controversial. Different clinical studies support the idea
that orally administrated sildenafil does not increase sympathetic
activity in humans (Taddei and Ghiadoni, 2006; Stirban et al.,
2009). In the present work we observed that the treatment did
not increase sympathetic drive to the heart (Figare 3B). On the
contrary, 2K1C + sildenafil animals showed reduced sympathetic
drive to the heart when compared with non-treated hypertensive
animals.
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One important finding from the present work is that sildenafil
was efficient in restoring both spontaneous and drug-induced
baroreflex sensitivity (Figure 2), which was impaired in 2KI1C
rats, as previously described (Botelho-Ono et al., 2011; Queiroz
et al, 2012). Although the adaptation of Oxford method using
single doses of SNP and PHE to elicit drug-induced baroreflex
sensitivity may not be the most adequate approach to address
baroreflex function, this method is well-accepted in the literature
(Braga et al., 2008; Botelho-Ono et al, 2011; Monteiro et al,
2012; Alves et al., 2015). The main limitation of using single
bolus doses for vasoactive drugs to evaluate baroreflex function
is that it is not possible to build a complete sigmoid curve,
which would be more informative. In addition, spontaneous
baroreflex was evaluated during different baseline values for
each group. This might affect interpretation of the data since
each group may be on different parts of the baroreflex curve.
However, regardless of the point in the baroreflex curve, our
data regarding drug-induced baroreflex sensitivity is supported
by the spontaneous baroreflex data, both showing that sildenafil
improves baroreflex function in 2K1C rats. It is important to
highlight that differences in SBRS were not apparent between
groups after autonomic blockade. This can be explained by the
fact that, under autonomic blockade, the sequence technigue
becomes less accurate in estimating baroreflex gain (Stauss et al,
2008).

MNowadays, it is well-accepted that the mechanisms underlying
impaired baroreflex control of blood pressure in hypertension
involve, at least in part, Ang II-mediated increase in oxidative
stress along the axis formed by subfornical organ, paraventricular
nucleus of the hypothalamus and rostral ventrolateral medulla
(SFO-PVN-RVLM; Braga et al, 2011; de Queiroz et al,
2013). Sildenafl was shown to interfere in renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) during hypertension. Fourteen-days

treatment of 2K1C animals with sildenafil resulted in reduction
of Ang 1 in clipped kidney an increasing in Ang 1-7 in
kidney and plasma (Dias et al., 2014a,b). Ang 1-7 is a product
of the cleavage of Ang II by ACE2. It acts in a G-coupled
receptor {Mas receptor) and has opposite effects when compared
with Ang II (Santos et al, 2013). Although it was not directly
measured in the present work, we cannot rule out the possibility
that sildenafil treatment decreases RAAS signaling cascades
in brain regions involved in cardiovascular control such as
SFO-PVN-RVLM axis.

Interestingly, Aboutabl and colleagues showed that chronic
inhibition of PDES reduced blood pressure in NO-deficient rats
and increased plasma nitrite/nitrate and ¢GMP levels, suggesting
that sildenafil treatment could restore, at least in part, NO/cGMP
pathway in this model (Aboutabl et al., 2008). It is important
to highlight that oxidative stress and excessive production of
reactive oxygen species (ROS) are involved in the decreased
bicavailability of NO due to reaction with superoxide anions
to form peroxynitrite (Touyz, 2004). It is well-known that ROS
and NO play a crucial regulatory role in neurotransmission in
important brain areas of cardiovascular control (Kishi et al,
2001; Kishi and Hirooka, 2012; Nishihara et al, 2012ab). It
was previously shown by our group that, in addition to its
classic mechanism of action, sildenafil is also capable to increase

WO bivavailability in aorta and mesenteric arteriolar cells (Dias
et al, 2014a; Leal et al, 2015). If the same occurs in brain,
this could explain the amelioration in autonomic imbalance
promoted by sildenafil treatment in hypertensive rats (Figure 3).
Treated 2KI1C animals showed decrease in sympathetic and
increase in parasympathetic tone to the heart. The lack of direct
measurement of sympathetic nerve activity is a limitation of the
study. Whether the amelioration of baroreflex is a cause or a
consequence of reduced blood pressure in treated animals is not
clear. Also, we cannot rule out the possibility that end organ
responses could be different across groups and contribute to
responses observed. However, in a translational perspective, the
main goal of any antihypertensive therapy is to reduce arterial
blood pressure, which was achieved by the treatment in the
present work.

In the present study we found that PDES inhibition decreased
serum lipid peroxidation, a marker of systemic oxidative stress.
Increase in serum MDA is associated with increased oxidative
stress in AVLM and PVN in 2KIC rats (Campos et al., 2011).
The observed antioxidant effect of sildenafil is in accordance with
previous investigations by us (Balarini et al., 2013; Rodrigues
et al, 2013; Dias et al, 2014b; Fahning et al., 2015) and by
others (Koupparis et al., 2005; Shukla et al., 2005; Schifer et al,,
2008; Bivalacqua et al., 2009; Guimaries et al., 2013) in different
tissues. We believe that the amelioration of baroreflex sensitivity
is directly involved in reducing ROS, since different works from
our group (Nunes et al., 2010; Guimaries et al., 2012; Monteiro
et al., 2012; Queiroz et al,, 2012; Alves et al., 2015} and others
(Mishi et al., 2010b, 2013) support the idea that antioxidant
treatment with natural or synthetic molecules can enhance
baroreflex gain in experimental hypertension. Oxidative stress
along SFO-PVN-RVLM pathway is involved in the decreased
baroreflex control of blood pressure during hypertension (Braga

etal., 2011). Considering that sildenafil can cross the blood-brain
barrier and act centrally (Raja and Nayak, 2004), our next step is
to investigate whether chronic inhibition of PDES with sildenafil
centrally decreases oxidative stress in key brain areas involved
in cardiovascular control and sympathetic tone. Although it was
demonstrated that PDES inhibition can decrease oxidative stress
due to reduction in the expression of important proteins in
the ROS-production cascades (Schifer et al., 2008), information
about similar results in central nervous system is not available yet.

Our findings suggest that right renal artery clipping was
efficient in inducing renovascular hypertension (Figure 1). The
reduction in right kidney mass was confirmed by the reduction
in right kidney weight/body weight ratio in both 2K1C groups.
Sildenafil treatment did not modify this parameter (Table 1).
Although previous results from our group in ZKIC mice
demonstrated that PDES chronic inhibition was able to reduce
clipped kidney atrophy (Dias et al., 2014a,b), this difference is
probably due to the fact that the treatment started 14 days after
renal artery clipping, when renovascular hypertension is still
developing and is not yet fully established (Navar et al., 1998).
Although final body weight was different in sham + sildenafil
group, that does not seem to be an effect of the treatment, since
it was not observed in 2K1C + sildenafil group nor described in
the literature.
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In conclusion, this is the first study to show that inhibition
of PDES is capable to improve baroreflex sensitivity in
renovascular hypertensive rats. This improvement is associated
with correction of autonomic imbalance in 2KIC rats. It
was also documented that sildenafil treatment was efficient in
reducing systemic oxidative stress and reducing blood pressure
in treated animals. This study reinforces the concept that chronic
administration of PDES inhibitors could be useful in normalizing
blood pressure in resistant patients.
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