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RESUMO

INTRODUCAO: A insuficiéncia cardiaca (IC) acometeu cerca de 5,1 milhdes de individuos
somente nos Estados Unidos no periodo de 2007-2012. Trabalhos tém demonstrado uma forte
associacao de IC com o desenvolvimento de sintomas do baixo trato urinério (LUTS). Estudos
epidemioldgicos realizados em pacientes com IC demonstraram que 34% dos homens e 62%
das mulheres relataram ser portadores de LUTS. Sendo que, aproximadamente 57% desses
pacientes com IC apresentam sindrome da bexiga hiperativa. Estudos recentes comprovam que
o tratamento diario com Tadalafil vem sendo eficaz em diminuir os sintomas relacionados a
micgdo e armazenamento de urina. METODOS: Dessa forma, utilizando o modelo de fistula
aortocaval (FAC) investigamos a contribuicdo do tratamento crénico com tadalafil nas
alteracBGes do baixo trato urindrio de ratos com IC. A IC foi induzida cirurgicamente através do
modelo de FAC e ap6s 8 semanas do procedimento cirurgico os animais foram submetidos ao
exame de ecocardiografia trastoracica e divididos em 4 grupos para o tratamento: Sham e IC
(receberam solucdo salina 0,9% via intraperitoneal) e Tadalafil e IC Tadalafil (receberam
tadalafil 5mg/dia por 4 semanas via intraperitoneal). Ap6s o tratamento o0s animais foram
submetidos novamente ao exame de ecocardiografia trastoracica e posteriormente foram
realizadas curvas concentracao resposta ao carbacol, KCI, alfa-beta metil ATP e EFS, analise
de parametros cistométricos, funcdo renal e equilibrio celular redox. RESULTADOS: Apos 12
semanas de protocolo experimental os animais do grupo IC apresentaram aumento da massa
do VE, diminuicdo da fragdo de ejecdo e aumento dos volumes sistdlico e diastolico finais do VE
guando comparados ao respectivo grupo Sham (p<0,05). O tratamento com tadalafil foi capaz
de restaurar a fungéo cardiaca no grupo IC Tadalafil, com diminuicdo da hipertrofia e melhora
na funcao do VE quando comparado ao grupo IC (p<0,05). Além disso, na avaliacdo da funcdo
urinaria in vitro observou-se aumento da resposta contratil mediada por carbacol, KCI, alfa-beta
metil ATP e EFS na musculatura detrusora do grupo IC (p<0,05). Em concordancia com esses
achados, também foram encontradas alteracdes nos parametros cistométricos in vivo, com
aumento da pressao basal, pressado limiar, nUmero de contrac¢des involuntarias e diminuicao da
capacidade da bexiga no grupo IC quando comparado ao respectivo Sham (p<0,05). No
entanto, apés o tratamento o grupo IC Tadalafil apresentou diminuicdo na hiperatividade
contréatil mediada por carbacol, KCI, alfa-beta metil ATP e EFS, além de restauracdo da funcdo
urinaria avaliada por cistometria quando comparado ao grupo IC (p<0,05). Associado ao quadro
de alteracéo cardiaca e urinéria foi demonstrado comprometimento na funcao renal dos animais
IC, com aumento dos niveis plasmaticos de uréia, assim como altera¢cdes no equilibrio celular
redox, com aumento da lipoperoxidacdo e diminuicdo da capacidade antioxidante total (TAC) e
atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD). CONCLUSAO: Portanto, o Tadalafil se
mostrou uma estratégia farmacologica eficaz para o tratamento da IC e da bexiga hiperativa em
ratos submetidos ao modelo de FAC, pois reverteu a hipertrofia e o comprometimento da funcao
do VE, além de diminuir a hipercontratilidade contratil da musculatura detrusora e restabelecer a
fung&o urinaria “in vivo”. Em associagcdo com esses resultados, o tratamento também foi capaz
restaurar a funcao renal e o equilibrio celular redox dos animais.

Palavras-chave: Bexiga Urindria, Inibidores de PDES5, Insuficiéncia Cardiaca, LUTS, Tadalafil.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Heart failure (HF) affected approximately 5.1 million individuals in the United
States alone in the period 2007-2012. Studies have demonstrated a strong association of HF
with the development of low urinary tract symptoms (LUTS). Epidemiological studies in patients
with HF have shown that 34% of men and 62% of women reported having LUTS. Approximately
57% of these HF patients present with overactive bladder syndrome. Recent studies prove that
daily treatment with Tadalafil has been effective in decreasing symptoms related to urination and
urine storage. METHODS: Thus, using the aortocaval fistula model (FAC), we investigated the
contribution of chronic treatment with tadalafil in the alterations of the lower urinary tract of HF
rats. HF was surgically induced through the FAC model and after 8 weeks of the surgical
procedure the animals underwent transthoracic echocardiography and divided into 4 treatment
groups: Sham and HF (received saline 0.9%) and Tadalafil and HF Tadalafil (received tadalafil
5mg / day for 4 weeks). After treatment, the animals were again submitted to transthoracic
echocardiography, and the response curves to carbachol, KCI, alpha-beta methyl ATP and EFS,
analysis of cystometric parameters, renal function and redox cell balance were subsequently
performed. RESULTS: After 12 weeks of experimental protocol, the animals of the HF group
presented increased LV mass, decreased ejection fraction and increased LV end-systolic and
diastolic volumes when compared to the respective Sham group (p <0.05). Treatment with
tadalafil was able to restore cardiac function in the HF Tadalafil group, with a decrease in
hypertrophy and an improvement in LV function when compared to the HF group (p <0.05). In
addition, in the assessment of in vitro urinary function, the contractile sensitivity of carbachol,
KCI, alpha-beta methyl ATP and EFS in the detrusor muscles of the HF group was observed (p
<0.05). In agreement with these findings, changes in cystometric parameters were also found in
vivo, with an increase in baseline pressure, threshold pressure, number of involuntary
contractions and decreased bladder capacity in the HF group when compared to the respective
Sham (p <0.05 ). However, after treatment the HF Tadalafil group showed a decrease in
contractile hyperactivity mediated by carbachol, Kcl, alpha-beta methyl ATP and EFS, as well as
restoration of urinary function assessed by cystometry when compared to HF group (p <0, 05).
Associated with the cardiac and urinary alterations, renal impairment of IC animals was
observed, with increased urea plasma levels, as well as changes in redox cellular balance, with
increased lipoperoxidation and decreased total antioxidant capacity (TAC) and enzymatic activity
of superoxide dismutase (SOD). CONCLUSION: Therefore, Tadalafil has been shown to be an
effective pharmacological strategy for the treatment of HF and overactive bladder in rats
submitted to the FAC model, since it reversed hypertrophy and impairment of LV function, as
well as to decrease the contractile hyperactivity of the detrusor muscles and to reestablish
urinary function "in vivo". In association with these results, the treatment was also able to restore
renal function and the redox cellular balance of the animals.

Keywords: Urinary Bladder, PDES5 inhibitors, Heart Failure, LUTS, Tadalafil.
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1 INTRODUGCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) ndo é mais considerada uma doenca cardiaca isolada, pois
envolve mdltiplos sistemas e mecanismos compensatérios neuro-humorais, acompanhada de
altos indices de morbidade e mortalidade, sendo caracterizada por alguns sintomas clinicos
como fadiga, dispneia e intoleréncia aos esforcos fisicos (LUNDE et al., 2001; CRIMI et al.,
2009), os quais reduzem consideravelmente a autonomia e qualidade de vida destes pacientes
(MORLEY et al., 2006).

Dados atualizados da American Heart Association (AHA) estimam que a IC acometeu
cerca de 5,1 milhdes de individuos somente nos Estados Unidos no periodo de 2007-2012
(HEIDENREICH et al., 2013). As projecdes estimam que o nimero de casos aumentara 46% de
2012-2030, resultando em mais de 8 milhdes de pessoas acima dos 18 anos com IC (GO et al.,
2014). No Brasil, segundo o DATASUS, apenas no ano de 2012 houveram 26.694 Obitos e
238.890 casos de hospitalizacdo por IC, gerando altos custos para o Sistema Publico de Saude
(ALBUQUERQUE et al., 2014).

Sabe-se que a IC estd associada a fatores de risco como envelhecimento, tabagismo,
sedentarismo, hipercolesterolemia, diabetes mellitus e hipertensdo arterial (BIERMAN, 2004;
FONDA et al., 2005; APOSTOLO et al., 2009). Além disso, estudos tém demonstrado uma
complexa relagdo entre IC e o desenvolvimento de sintomas do baixo trato urinario (do
acronimo em inglés LUTS, lower urinary tract symptoms), principalmente a sindrome da bexiga
hiperativa (BIERMAN, 2004; RASTOGI et al., 2005; SCHWARZ et al., 2006; APOSTOLO et al.,
2009; PALMER et al., 2009). Devido as descobertas recentes, novas terapias farmacologicas
vém sendo estudadas, como por exemplo, o uso dos inibidores de fosfodiesterase tipo 5
(PDES5), que demonstram ser capazes de reduzir os sintomas de urgéncia miccional e aumento
da frequénca urinaria em pacientes com disfuncgéao erétil (DE) (ANDERSSON et al., 2008; 2009).
Entretanto, os mecanismos de sinalizacdo intracelulares pelos quais a IC pode levar a essas
disfungbes urogenitais e a contribuicdo do tratamento cronico com inibidores de PDE5 ainda

nado foram completamente elucidados.

1.1 Insuficiéncia cardiaca

1.1.1 Defini¢cdo e manifestagdes clinicas
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A insuficiéncia cardiaca € a via final de inUmeras patologias que acometem o coragéo,
sendo definida como uma sindrome clinica que cursa com inadequado suprimento sanguineo
para suprir as necessidades metabodlicas em pacientes com retorno venoso normal, com
consequente alteracdo hemodinamica que resulta em resposta inadequada do débito cardiaco
e elevacdo das pressdes pulmonar e venosa sistémica (BOCCHI et al., 2005; MANGINI et al.,
2009; ALBUQUERQUE et al., 2014).

Inicialmente o comprometimento cardiaco se manifesta durante o exercicio fisico, mas
com a progressao da patologia o paciente passa a apresentar sintomas durante o repouso, com
piora da funcionalidade nas atividades de vida didria e aumento do risco de mortalidade
(BRAUNSCHWEIG et al., 2016). Tais alteracdes fundamentam os sintomas classicos da IC,
como fadiga, dispneia e intolerancia aos esforcos fisicos, que cronicamente contribuem ainda
mais para o agravamento do quadro e piora no prognéstico do paciente (MEDEIROS et al.,
2010).

Os mecanismos responsaveis pelos sintomas e sinais clinicos podem ser decorrentes da
disfuncéo sistdlica, diastolica ou de ambas, sendo mais frequente o acometimento sistolico
ventricular esquerdo (60% dos adultos), seguido da disfuncéo diastolica (40%) (BOCCHI, 2009).
Uma das principais terminologias utilizadas para descrever disfunc¢des sistolicas ou diastolicas é
baseada na Fracdo de Ejecao (FE), pois nos casos de acometimento sistélico a FE encontra-se
comumente diminuida, ou seja, abaixo de 40% (IC com FE reduzida) e nos casos diastdlicos,
onde o comprometimento cardiaco refere-se a uma anomalia nas propriedades de enchimento
ou succao de ventriculo esquerdo, a FE encontra-se acima de 50% (IC com FE preservada)
(PONIKOWSKI et al., 2016; RIET et al., 2016).

1.1.2 Etiologia e fisiopatologia

A definicdo da etiologia da IC (Tabela 01) é um fator determinante para iniciar o
diagnostico e selecionar a abordagem terapéutica adequada para cada paciente. Porém, a
etiologia da IC ainda € muito diversificada e pode apresentar grande variacdo dentro e entre
regibes do mundo (PONIKOWSKI et al., 2016). No Brasil, a principal etiologia da IC € a
cardiopatia isquémica crénica associada a hipertensdo arterial, porém, em é&reas de baixas
condi¢Bes sdcio-econbmicas ainda € muito frequente os casos de IC associada a doenca de

Chagas, endomiocardiofibrose e a cardiopatia valvular reumatica crénica (BARRETO, 2002).



TABELA 01: Etiologia da Insuficiéncia Cardiaca (Adaptada de BOCCHI, 2009).

ETIOLOGIA SITUACAO CLINICA
Do?nga Especialmente na presenca de fatores de risco, angina ou
Isquémica

Hipertenséao

disfuncéo ventricular.

Frequentemente associada a hipertrofia ventricular e a fracédo de

arterial ejecao preservada.
Doenca de Especialmente na presenca de dados epidemiologicos
Chagas sugestivos.

Cardiomiopatia

Hipertréfica, dilatada, restritiva e displasia arritmogénica do
ventriculo direito.

Drogas Bloqueadores de canal de calcio e agentes citotdxicos.

Toxinas Alcool, cocaina e microelementos (cobalto, mercdrio e arsénio).

Doencas Diabetes, hipo/hipertireoidismo, insuficiéncia adrenal,
endoécrinas hipersecregéo e hormonio do crescimento.
Nutricional Deficiéncia de selénio, tiamina, carnitina, obesidade e caquexia.
Infiltrativa Sarcoidose, amiloidose e hemocromatose.

Doenca

extracardiaca
Outras

Fistula arteriovenosa, beribéri, anemia e doenca de Paget.

Periparto, miocardiopatia do HIV e doenca renal crénica.
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LEGENDA: HIV (do inglés “Human Immunodeficiency Virus”).

Nas diferentes etiologias o processo fisiopatologico da IC é semelhante, resultando em
lesdo miocéardica, comprometimento da fungdo ventricular e diminuicdo do débito cardiaco.
Como tentativa de compensar as alteracbes hemodindmicas e manter a perfusdo tecidual
necessaria para suprir a demanda do organismo, ocorre uma hiperativacdo do sistema nervoso
simpatico (SNS), do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), assim como aumento do
estresse oxidativo e de citocinas proé-inflamatorias (CHATTERJEE, 2005). A hiperativagdo
destes sistemas € benéfica nas fases iniciais da IC e desencadeia respostas compensatorias
como taquicardia basal, aumento da contratilidade miocérdica e remodelamento cardiaco. No
entanto, cronicamente essas respostas compensatérias tornam-se prejudiciais ao cora¢do e ao
organismo, resultando em remodelamento cardiaco, perda de fun¢éo do VE e edema pulmonar
(MEDEIROS et al., 2010).

1.1.3 Diagnéstico e classificagdo da IC
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O diagnéstico é clinico, laboratorial e por imagem. A avaliacdo clinica dard conta de
buscar os sinais e sintomas, antecedentes patoldgicos e fatores predisponentes; os dados
laboratoriais irdo identificar a gravidade e outras condi¢cdes clinicas associadas como a
insuficiéncia renal e os exames por imagem como radiografia do térax e ecocardiograma trarao
dados anatbmicos e funcionais do coragdo. Os exames de eletrocardiograma e
eletrocardiograma din&mico fornecerdo informagbes acerca de arritmias associadas que
poderdo agravar o quadro de insuficiéncia cardiaca ou ainda interferir no progndstico
(BARRETO, 2002).

Os sintomas do paciente com insuficiéncia cardiaca incluem principalmente a dispnéia e a
fadiga, que inicialmente sdo desencadeadas durante o exercicio fisico e com a progressao da
IC aparecem também no repouso. Outros sintomas possiveis sdo a dispnéia paroxistica
noturna, a ortopnéia, o edema de membros inferiores e a tosse noturna (FRANZEN et al.,
2006). A limitac@o para o esforgo é parametro importante na avaliagdo da IC e por esse motivo
a New York Heart Association (NYHA) prop6s a categorizagéo da IC em 4 classes funcionais de
acordo com a intensidade dos sintomas apresentados pelo paciente, sendo esta classificagdo
importante para estratificar o grau de limitacdo enfrentado pelo paciente com IC (BOCCHI,

2009). As quatro classes propostas séo:

» Classe | - auséncia de sintomas (dispnéia) durante atividades cotidianas. A limitacéo

para esforcos é semelhante & esperada em individuos normais;

» Classe Il - sintomas desencadeados por atividades cotidianas;

» Classe lll - sintomas desencadeados em atividades menos intensas que as cotidianas

ou pequenos esforgos;

» Classe IV - sintomas em repouso.

Como esta categorizagdo toma como referéncia as atividades cotidianas, que tem um alto
grau de variabilidade entre os individuos, isto confere certa subjetividade a esta medida. Por
esse motive, além da classifica¢do funcional, também deve ser feita a estratificacdo do paciente
de acordo com a progressao da IC. A estratificacdo de pacientes com IC baseia-se em dados
da anamnese, permitindo que profissional de saude avalie 0 momento evolutivo da doenca, a

qualidade de vida do paciente, o progndstico, estabeleca prioridades e abordagens terapéuticas
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adequadas (PONIKOWSKI et al., 2016). Além de oferecer maior compreenséo da evolu¢ao no
quadro clinico a categorizacdo por estagios também serve como base para a identificagdo de
pacientes com indicacdo de intervencdes preventivas (estagios A e B), terapéuticas (estagios C)
ou procedimentos especializados e cuidados paliativos (estagio D). Os estagios propostos sao:

» Estagio A - Inclui pacientes sob risco de desenvolver IC, mas ainda sem doencga
estrutural perceptivel e sem sintomas atribuiveis & IC. Dentre os pacientes que
enquadram-se no estigio A podemos citar: portadores de hipertensao arterial, doenca
aterosclerética, diabetes mellitus, obesidade, sindrome metabdlica, ou pacientes
submetidos a terapia antineoplasica com drogas de potencial cardiotoxico (BALADY et
al., 2007; BARRETO, 2002);

» Estagio B - Pacientes que adquiriram leséo estrutural cardiaca, mas ainda sem sintomas
atribuiveis a IC. Dentre os pacientes que enquadram-se no estagio B podemos citar:
pacientes que sofrem infarto agudo do miocardio (IAM) e que evoluem com disfungéo
ventricular, porém sem sintomas, que muitas vezes se manifestardo meses ap0s o
evento (ALBUQUERQUE et al., 2014; BOCCHI, 2009);

» Estagio C - Pacientes com lesdo estrutural cardiaca e sintomas atuais ou pregressos de
IC. Para o0s pacientes que encontram-se neste estagio deve-se preconizar a
identificacdo de fatores de risco agravantes e o controle dos episédios de
descompensacao (BOCCHI, 2009);

» Estagio D - Pacientes com sintomas refratarios ao tratamento convencional e que
requerem intervencdes especializadas ou cuidados paliativos. Neste estagio encontram-
se o0s pacientes com alta taxa de mortalidade, internagdes frequentes e com indicagéo
de transplante cardiaco, frequentemente cursando com baixo débito, sendo muitos

deles, portanto, candidatos a assisténcia circulatéria (BOCCHI, 2009).
1.1.4 Tratamento
Os principais objetivos do tratamento da IC séo inverter ou retardar a disfung¢éo cardiaca e

periférica, melhorando o prognostico, reduzindo a mortalidade e aliviando os sintomas do

paciente. Como a IC tem inUmeras etiologias, fica dificil definir abordagem e tratamento Unico
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padronizado para todas elas. Porém, a abordagem baseada na classificagdo do paciente em
perfis de A & D, de acordo com o estagio da doenca, auxilia na escolha das terapias nao
farmacologicas, farmacologicas ou cirurgicas mais adequadas (BALADY et al., 2007
PONIKOWSKI et al., 2016).

1.1.4.1 Tratamento ndo farmacoldgico

A quebra de paradigma na abordagem da IC tem demonstrado que as medidas
multidisciplinares néo farmacologicas deixaram de ser um simples complemento da
farmacoterapia, tornando-se parte integrante e indispensavel na terapéutica dessa complexa
sindrome, de modo que, a ndo adocdo de tais medidas pode colocar em risco a eficacia do
tratamento (BOCCHI, 2009).

Como parte inicial do tratamento ndo farmacolégico esta a correcdo de fatores que podem
agravar o quadro clinico do paciente, como por exemplo, a modificagédo do estilo de vida através
de orientagdes nutricionais, que visam a manutencédo do peso ideal, diminuigdo da ingestédo de
sal e élcool, além do consumo adequado de liqguidos (CHAUDHRY et al., 2007). Estudos
recentes demonstram que o ganho de peso pode ser considerado importante fator de risco para
hospitalizacdo e que esse aumento pode ser observado na semana precedente ao periodo de
hospitalizacdo (ADAMS et al., 2005; CHAUNDRY et al., 2007).

A pratica de atividade fisica também é um componente essencial na modificacéo do estilo
de vida de pacientes com IC, porém a prescricdo de exercicios deve ser individualizada, de
acordo com o grau da IC e a idade do paciente, em nivel que ndo produza sintomas e sob
supervisdo médica, particularmente nas classes Ill e IV (ADES et al., 2013). O treinamento
fisico contribui para o aumento da capacidade funcional, melhora na qualidade de vida,
diminuicdo nos indices de depressdo e internacdes por episédios de descompensacao
(BALADY et al., 2007; FLETCHER et al., 2013).

Como medida profilatica, também recomenda-se a vacinacdo contra Influenza (anual) e
pneumonia (a cada trés anos) nos pacientes com IC avangada, pois as infec¢des respiratorias
estdo entre os fatores de risco responsaveis por desencadear descompensacdes e
hospitalizacdes, piorando a qualidade de vida e aumentando a mortalidade (MARTINS et al.,
2011).
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1.1.4.2 Tratamento farmacolégico

O tratamento farmacol6gico tem apresentado evidéncias consistentes na redugdo da
morbimortalidade. Porém, a terapia deve ser permanente, os farmacos devem ser selecionados
de acordo com o estagio da doenca e tipo de IC, podendo as doses das medica¢cbes serem
modificadas conforme as mudangas no quadro clinico (BALADY et al., 2007). As principais

terapéuticas farmacoldgicas utilizadas no tratamento da IC estdo descritas na Tabela abaixo:

TABELA 02: Tratamento farmacoldgico da IC (Adaptada de BARRETO, 2002).

CATEGORIA

FARMACO

EFEITOS

Inibidores da ECA

Digitalicos

Diuréticos

Antagonistas de
aldosterona

Betabloqueadores

Vasodilatadores
diretos

Antagonistas dos
receptores de
angiotensina ll

Captopril, Enalapril, Lisinopril,
Ramipril, Fosinopril, Trandolapril,
Benazepril, Perindropril, Quinapril.

Digoxina

Tiazidicos (Hidroclorotiazida),
Diuréticos de alca (Furosemida) e

Poupadores de potassio (Amilorida).

Espironolactona e Eplerenone.

Carvedilol, Metoprolol E Bisoprolol.

Hidralazina e Nitrato.

Losartan e Valsartan.

Minimizam a vasoconstricdo, a fibrose
e a degradacéo da bradicinina.

Modulam a ativacdo neuro-hormonal,
reduzem a atividade simpatica e
estimulam a a¢éo vagal, diminuindo a
FC. Aumentam a sensibilidade dos
reflexos barorreceptores e
cardiopulmonares.
Reduzem o volume intravascular, o
volume ventricular, a pré-carga, a
congestéao visceral e os consequentes
sintomas da IC.

Reducdo da sintese e o depésito do
colageno, diminuindo o teor de fibrose
miocérdica e desacelerando a
progresséo da IC.

Reducéo da progresséao da disfungéo
ventricular, efeito de remodelagem
reversa e reducao de morte subita.
Diminuicéo regurgitagdo mitral, da pré
e poés-carga, aumento do débito
cardiaco e discreto aumento da fragao
de ejecéo.

Provocam reducdo da resisténcia
arterial periférica, reducéo da presséo
diastolica final do VE e aumentam o
DC.

LEGENDA: ECA (enzima conversora de angiotensina), FC (frequéncia cardiaca) e DC (débito cardiaco).
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1.1.4.3 Modelo experimental de fistula aortocaval

O modelo experimental da fistula aortocaval (FAC), € considerado um modelo de IC de
alto débito que gera, ao longo do tempo, manifestagbes renais e cardiacas similares as
observadas em pacientes com IC de baixo débito. A criacdo da fistula resulta em aumento do
retorno venoso e sobrecarga de volume para as camaras direitas, com consequente diminuicdo
da pressao arterial média. Diante das alteracdes hemodinamicas, o organismo ativa Varios
mecanismos neuro-humorais tentando compensar o déficit cardiaco, resultando em alteracdes
estruturais adaptativas do miocardio e do sistema vascular. Dentre o0s sistemas ativados em
resposta encontra-se 0 sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), o sistema nervoso
simpatico (SNS), o hormdnio antidiurético (ADH) e a endotelina — 1 (ET-1) (ABASSI et al., 1997;
2011).

1.1.4.3.1 Mecanismos vasoconstritores/antinatriuréticos

O decréscimo da pressao arterial média resultante do modelo de FAC é identificado por
baroceptores presentes na circulacdo arterial e estes sdo responsaveis por ativar mecanismos
vasoconstritores. O aumento na ativacdo de mecanismos vasoconstritores resulta em
hipoperfusdo renal, funcionando como um potente estimulo para a ativacao do sistema renina-
angiotensia-aldosterona (SRAA), um dos principais responsaveis pelo quadro de hipertrofia
cardiaca e prejuizo renal em cobaias submetidas ao modelo de FAC (ABASSI et al., 2011). O
SRAA é responsavel por bloguear o efeito vasodilatador do Peptideo Natriurético Atrial (ANP)
no rim, que resulta em aumento de sodio e consequentemente formacao de edema.

Outro sistema ativado precocemente na IC é o SNS, sabe-se que 0 SNS é responsavel
por mediar a vasoconstricdo sistémica e renal em alguns modelos de IC, porém, no modelo em
questdo a contribuicdo simpatica ainda ndo foi completamente elucidada (SKORECKI et al.,
2008). De acordo com o estudo de Abassi et al. (1997), o SNS pode ser responsavel por
atenuar a resposta dos baroceptores aérticos, resultando no barorreflexo anormal observado na
IC.

O ADH também se apresenta elevado em pacientes com IC, principalmente nos casos
mais avancados e com hiponatremia, sendo secretado na circulacdo mediante alteracdes de
osmolaridade, pressédo arterial e de volume circulante efetivo. O ADH exerce as funcbes de

vasoconstricdo e aumento da reabsorcdo de agua pelo rim através de receptores acoplados a
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proteina G, como por exemplo, os receptores V1A e V2, que sdo abundantemente expressos no
sistema cardiovascular e renal (BANKIR et al., 2001; BISHARA et al. 2008).

Por fim, ocorre a ativagcao do sistema endotelina, que consiste nos peptideos vasoativos
endotelina-1 (ET-1), endotelina-2 (ET-2) e endotelina-3 (ET-3), que sao sintetizados e liberados
principalmente por células endoteliais, sendo a ET-1 o mais potente vasoconstritor conhecido.
Estudos recentes comprovam que tanto na clinica, quanto em modelos experimentais de FAC
os niveis plasmaticos de ET-1 imunorreativa estdo elevados de 2 a 3 vezes e correlacionam-se

com a gravidade das alteracBes hemodinamicas e dos sintomas (ABASSI et al., 2011).

1.1.4.3.2 Mecanismos vasodilatadores/natriuréticos

Em contrapartida, visando equilibrar a ativacdo dos mecanismos vasoconstritores também
ocorre a ativacdo de mecanismos vasodilatadores na IC. Dentre 0s principais agentes que
compBeos mecanismos vasodilatadores estdo, o peptideo natriurético atrial (ANP), o Oxido
nitrico (NO) e a prostanglandina E2 (PGE2) (ABASSI et al., 2011). O mecanismo vasodilatador
mais estudado é o do peptideo natriurético atrial (ANP), que consiste em um hormoénio de
origem cardiaca e que desempenha um papel muito importante na IC através de efeitos
vasodilatadores, natriuréticos e antiproliferativos, além de estar envolvido na modulacdo de
mecanismos neuro-humorais (BOERRIGTE et al., 2004). Os niveis plasmaticos de ANP sao
acentuadamente elevados no modelo de FAC, pois o principal estimulo para sua liberacdo é a
distengéo atrial e no modelo em questdo ocorre um aumento da distensdo atrial devido ao
aumento do fluxo sanguineo arterial para o sistema venoso. Estudos recentes tém demonstrado
que 24h apo6s a criacao da FAC os niveis plasmaticos de ANP apresentavam-se aumentados e
mantiveram padrfes elevados durante todo o protocolo experimental. Tais achados entram em
contradicdo com a tendéncia de retencao de sal e agua pelo rim observada na clinica e em
diversos modelos experimentais de IC, o que pode sugerir que os efeitos natriuréticos do ANP
sejam minimizados na IC, porém, os mecanismos pelos quais isto pode ocorrer ainda ndo foram
completamente elucidados (WINAVER et al., 1995).

1.1.4.3.3 Manifestac@es renais
Os desequilibrios na funcao renal resultantes da sobrecarga imposta pelo modelo de FAC

tém grande impacto no processo fisiopatolégico da IC, dentre as causas responsaveis pelo

comprometimento da fungdo renal estdo as alteracdes no fluxo sanguineo renal (FSR) e
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excrecao de sodio e 4gua, contribuindo para o aumento na retengdo de sédio, com formagéo de
edema e piora do prognodstico da IC, frequentemente resultando em episdédios de
descompensacdo e aumento do numero de internacdes (ABASSI et al.,, 2011). Em estudo
conduzido por Abassi et al. (2002) a indugéo cirargica da FAC resultou na reducéo de 50% do
FSR mensurado através de ultrassom doppler. Acredita-se que a reducdo da capacidade de
bombeamento do miocérdio, combinada a ativacdo compensatéria dos mecanismos
vasoconstritores seja a principal responsavel pela hipoperfusdo renal nos pacientes com IC
(ABASSI et al., 2002). Em associacdo com a reducao do FSR também ocorre a diminuicdo da
taxa de filtrac&o glomerular (TFG), principalmente em ratos com IC descompensada. Dentre 0s
sistemas citados anteriormente, a ativagdo do SRAA é uma das principais respostas
compensatorias neuro-humorais para a reducdo do bombeamento miocardico na IC, com
énfase para a acdo da angiotensina Il, que desempenha um papel importante na mediagdo das
modificagbes na hemodinamica renal através de sua ag¢édo vasoconstritora (ICHIKAWA et al.,
1990).

Além do SRAA, outro potente vasoconstritor participa das alteragées no FSR. O aumento
experimental dos niveis plasmaticos de ET-1 em cobaias est& associado a reducgéo significativa
do FSR e aumento da resisténcia vascular, levando-nos a acreditar que a elevacdo dos niveis
de ET-1 esteja relacionada com as alteracdes de hipoperfusdo renal (ABASSI et al., 2002).
Alguns anos atras, descobriu-se que o controle da perfusao renal nos modelos experimentais
de IC ndo depende apenas da ativacdo dos mecanismos vasoconstritores, pois as células
endoteliais também desempenham importante papel na regulacdo do FSR e sistémico através
da liberacdo de substancias vasodilatadoras, em particular o NO (FURCHGOTT et al., 1980).
Abassi et al. (1998), comprovaram que animais submetidos ao modelo de FAC apresentam
deficiéncia no mecanismo vasodilatador dependente de endotélio quando estimulados através
da ACh, sugerindo que a acdo do NO tem importante participacdo na regulacdo do FSR em

conjunto com 0s mecanismos vasoconstritores.

1.1.4.3.4 Manifestac@es cardiacas

No modelo de FAC as principais alteragfes cardiacas observadas sdo a hipertrofia e
dilatagdo cardiacas, bem como a remodelacdo do miocardio. A hipertrofia ventricular é
observada em diferentes condigBes patologicas e esta relacionada a adaptacdo cardiaca em
situagcOes de sobrecarga de presséo, de volume, exposi¢cado excessiva aos mecanismos neuro-

humorais e estimulos metabdlicos. Estudos recentes mostram que a inducdo da fistula entre a
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aorta e a veia cava resulta em marcada sobrecarga de volume, gerando hipertrofia ventricular
direita e esquerda apds a cirurgia, com aumento de 41% na massa cardiaca em 75% dos ratos
apés 1 semana de cirurgia (BADER et al., 2010). Sabe-se que cada estimulo diferente pode
resultar em um padrdo de remodelamento ventricular, nos casos de remodelamento cardiaco
por sobrecarga de volume, muito comum em patologias como anemia, bloqueio cardiaco, FAC
e regurgitacdo mitral, observa-se alongamento dos cardiomiécitos e hipertrofia excéntrica,
resultando em dilata¢éo do ventriculo esquerdo e elevagdo concomitante do volume sistdlico de
forma a compensar 0 excessivo volume de sangue que permanece no ventriculo esquerdo
(ABASSI et al., 2011).

Além das alteracdes hipertroficas e funcionais impostas pela sobrecarga cardiaca, a
ativagdo precoce e prolongada do SRAA tem acdes deletérias no miocardio, estando
diretamente relacionada com o aumento da hipertrofia cardiaca. Vale ressaltar que estudos
recentes comprovam que a angiotensina Il tem se mostrado capaz de desencadear hipertrofia
miocardica, fibrose e apoptose, levando ao progressivo remodelamento e deterioracdo do
desempenho cardiaco (KATZ et al., 2003). Sendo assim, a FAC mostra-se com grande
aceitabilidade como método de inducéo de IC em ratos, pois € um modelo acessivel e com
efeitos de hipertrofia e remodelamento cardiaco instalados rapidamente apds a cirurgia
(ABASSI et al., 2011).

1.2 Baixo trato urinario

O baixo trato urinario é constituido por bexiga urinaria, uretra e esfincteres. A uretra
participa do mecanismo de continéncia durante a fase de armazenamento e permite o
esvaziamento adequado da bexiga, com resisténcia minima durante a mic¢do. A bexiga tem
duas funcgBes principais: 0 armazenamento, que ocorre a uma baixa pressao intravesical e a
eliminag&o da urina, que envolve um processo de contragcdo da bexiga e relaxamento da uretra
(YEUNG e SIHOE, 2012).

A acomodacao adequada da urina durante a fase de enchimento depende da capacidade
intrinseca da musculatura lisa de manter uma tenséo constante durante a distenséo vesical e
pela participacdo coordenada de mecanismos neurais, como a inibicho da contratilidade
detrusora mediada pela atividade nervosa parassimpética e aumento do relaxamento promovido
pela simpética (TURNER e BRANDING, 1997). Outro fator que parece influenciar a fase de
enchimento da bexiga € a liberagdo de 6xido nitrico (NO) pelas terminacdes ndo-adrenérgicas

ndo-colinérgicas (NANC), pois a exemplo do que ocorre em outros tecidos, como estébmago,
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onde observa-se uma forte acéo relaxante para a acomodacédo de alimentos e fluidos mediada
pelo NO, estudos comprovam que a inibicdo desse neurotransmissor no baixo trato urinario
resulta em aumento da atividade vesical e possivel hiperatividade detrusora (MULE e SERIO,
2003). Possiveis alteracdes na fase de enchimento resultam em sintomas do baixo trato urinério
(LUTS), como wurgéncia miccional, alteracbes da frequéncia, incontinéncia urinaria,
hiperatividade e hipertrofia da bexiga. Ja na fase de esvaziamento a bexiga contrai-se para
eliminar o contetdo vesical e os esfincteres uretrais relaxam para diminuir a resisténcia,
permitindo a saida da urina. As alteracdes no processo de esvaziamento da bexiga séo
resultado da ineficiéncia do musculo liso em contrair-se, causada tanto por neuropatia periférica
(como, por exemplo, na doenga de Parkinson), quanto por anormalidades do musculo liso e
idade.

1.2.1 Anatomia da bexiga urinéaria

A bexiga urinaria € um 6rgéo elastico que apresenta capacidade de estocar e liberar
urina. Esta capacidade depende da atividade dos musculos lisos e estriados, uretra e esfincter
uretral externo (de GROAT e YOSHIMURA, 2006). Anatomicamente a bexiga urinéria pode ser
dividida em duas porg6es: uma maior e posicionada acima dos orificios ureterais, denominada
“corpo da bexiga”, que é composta pelo musculo detrusor e outra por¢do menor, localizada logo
abaixo dos orificios ureterais, denominada “base da bexiga”, que € composta pelo musculo
trigono e juncéo uretrovesical (MORRISON et al., 2005; FRY et al., 2005). As fibras musculares
lisas que compbe o detrusor possuem propriedades viscoelasticas, sendo capazes de se
distender sem aumento da presséo intravesical durante as variacdes de volume da bexiga, além
de contrair-se de maneira suficiente para gerar a pressdo necessaria durante a fase de
esvaziamento (ANDERSSON e ARNER, 2004) (Figura 01).
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Urotélio

Corpo da
Bexiga

Base da Bexiga

FIGURA 01: Representacao esqueméatica da anatomia da bexiga urinéria (Adaptado de
ANDERSSON e ARNER, 2004).

O corpo da bexiga é subdividido em trés camadas: Internamente a bexiga é revestida por
um epitélio de transicdo denominado urotélio, que forma ndo apenas uma berreira impermeavel,
mas também é responsavel por secretar substancias com ACh e ATP mediante alteraces
mecéanicas ou quimicas, a camada intermediaria é denominada musculo detrusor e a camada
serosa reveste a bexiga externamente (de GROAT e YOSHIMURA, 2006).

1.2.2 Mecanismo de sinaliza¢cdo do ciclo de mic¢éo

O ciclo miccional resulta da acdo coordenada entre as fases de enchimento e
esvaziamento, sendo que na primeira a bexiga funciona como um reservatério que acomoda
quantidades crescentes de urina vinda dos ureteres sem aumentar consideravelmente a
presséo intravesical e na segunda ocorre a contracdo da musculatura detrusora e relaxamento
esfincteriano, com consequente eliminagéo do contetdo vesical (MORRISON et al., 2005).

Sabe-se que o ciclo miccional é coordenado pela acdo excitatéria ou inibitéria de
diferentes niveis do sistema nervoso central (SNC), desde a medula até os centros pontinhos.
Perifericamente, a inervacdo vesical € composta por fibras parassimpaticas (plexo pélvico),

simpaticas (plexo hipogéstrico) e somaticas (nervo pudendo). Os plexos pélvico e hipogastrico
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localizam-se na regido sacr al (S2-S4) e lombar (T10-L2), respectivamente (MORRISON et al.,
2005). A ativacao do plexo pélvico consiste na contracdo do corpo da bexiga, com consequente
aumentando da pressdo intravesical e relaxamento da uretra (ANDERSSON, 1993;
ANDERSSON e ARNER, 2004; MORRISON et al., 2005). J4 a ativacao do plexo hipogastrico
resulta no relaxamento do corpo da bexiga e contragdo da uretra e esfincteres internos (de
GROAT et al., 1993). Por fim, a ativagdo do nervo pudendo contrai o esfincter uretral externo
(de GROAT et al., 2001).

A acomodacdo da bexiga durante a fase de enchimento é reconhecida como um processo
passivo, dependendo da integridade muscular lisa e inibicho da atividade eferente
parassimpdtica. Nesta fase, a presséao intravesical mantém-se baixa e constante, permitindo o
aumento de volume intravesical. A alteracdo de volume distende as fibras musculares, que
ativam as fibras simpaticas, resultando no fechamento da uretra, esfincter interno e permitindo o
armazenamento da urina. Nesta fase, ocorre aumento da atividade somética, com consequente
contracdo do esfincter uretral externo e maior resisténcia a saida da urina (ANDERSSON, 1993;
de GROAT e YOSHIMURA, 2006).

Com o completo enchimento da bexiga e consequente aumento da presséao intravesical,
ocorre o estiramento vesical e diversos receptores sdo ativados e sinalizam aos centros
corticais para iniciar a fase de esvaziamento, com consequente contracdo da musculatura
detrusora e relaxamento esfincteriano. A fase de esvaziamento é iniciada quando o coértex
cerebral reconhece o desejo de urinar e decide o0 momento de esvaziar a bexiga, fazendo com
que a uretra encurte-se, diminuindo a resisténcia ao fluxo e, sob controle voluntario, a bexiga
elimina a urina através da contragcdo do musculo detrusor mediada pela estimulacdo de
receptores muscarinicos e relaxamento da uretra em resposta a liberagéo de 6xido nitrico (NO)
(HOSTELGE e MOUTON, 2003; KAVIA et al., 2005; SMITH et al., 2006). Portanto, o reflexo
miccional é autbnomo por parte do eixo espinha-medula, porém também pode ser
voluntariamente facilitado ou inibido por centros cerebrais (de GROAT et al., 1993; YOKOYAMA
et al., 2000) (Figura 02).
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FIGURA 02: A - Armazenamento vesical; B - esvaziamento vesical — legenda: SCP substancia cinzenta
periaquedutal (adaptada de De GROAT e YOSHIMURA, 2001).

1.2.3 Inervagdo autonémica

1.2.3.1 Inervagao parassimpatica

O principal neurotransmissor responsavel pela atuagdo do sistema nervoso
parassimpético no ciclo miccional € a acetilcolina (ACh), que interage com receptores
muscarinicos presentes na bexiga, urotélio e nos terminais nervosos parassimpaticos e
simpéticos (MANSFIELD et al., 2005). Sabe-se que o0s receptores muscarinicos apresentam
maior densidade no corpo do que na base bexiga (MATSUI et al., 2000, 2002). Na bexiga
existem pelo menos 5 tipos de receptores muscarinicos M1-M5, porém, os subtipos M2 e M3
sdo predominantes. Estudos demonstram que o receptor M3 corresponde a aproximadamente
20-30% do total de receptores muscarinicos em bexigas de humanos, ratos e coelhos, sendo o
principal responsavel por mediar as contragfes da musculatura detrusora em resposta a

agonistas muscarinicos, que resulta na ativacdo da proteina Gg/11 e da fosfolipase C (PLC),
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levando a hidrdlise do fosfatidilinositol (IP2) para inositol 1,4,5 (IP3) e diacilglicerol (DAG), com
consequente aumento da mobilizagdo intracelular de calcio (YAMANISHI et al., 2000;
MANSFIELD et al., 2005).

O receptor M2 correponde a 70-80% do total, no entanto, sua atuacdo na musculatura
detrusora ainda ndo est4 completamente esclarecida, estudos apontam uma possivel inibicdo
da adenilato ciclase, ativacdo de canais i6nicos ndo especificos e inativacdo de canais ibnicos
para o potassio mediada por esse subtipo de receptor (ANDERSSON e HEDLUNG, 2002). De
acordo com estudos recentes, 0s receptores M2 participam da resposta contratil da musculatura
detrusora de cobaias e humanos em situacdes patolégicas, pois em ratos com disfungcdo do
nervo pélvico ou transecgdo medular a resposta contratil € mediada pelos receptores M2, além
disso, essa populagdo de receptores esta aumentada em cobaias com hipertrofia detrusora e
obstrucéo parcial da bexiga (PONTARI et al., 2004; YAMANISHI et al., 2015)

1.2.3.2 Inervagdo simpética

O principal neurotransmissor responséavel pela atuagdo do sistema nervoso simpatico no
durante a fase de enchimento é a noradrenalina, que ir4 atuar em receptores adrenérgicos do
tipo a e B presentes na uretra, na base e no corpo da bexiga, assim como nos terminais
nervosos parassimpaticos e simpaticos. Estudos relataram que a base da bexiga e a uretra
contém a-adrenoceptor, que participam dos mecanismos de continéncia induzindo a contracéo
e fechamento da uretra durante a fase de enchimento da bexiga. A musculatura detrusora
apresenta trés subtipos de a-adrenoceptores: a -1A, a -1B e a -1D, sendo todos acoplados a
proteina Gqll e exercendo seus efeitos através da ativagdo do mecanismo de sinalizacéo
mediado pela fosfolipase C (FRAZIER et al., 2006). Os receptores a -1A sdo o subtipo mais
expresso na uretra, onde promovem a contracdo durante a fase de enchimento, além de
estarem presentes nos terminais colinérgicos pré-sinapticos facilitando a liberacdo de ACh, ao
passo que o0s subtipos a-1B e a-1D s&o responsaveis pela contracdo da musculatura lisa
(CLEMENS, 2010).

Foram identificados trés subtipos de B adrenoceptores na musculatura detrusora, sendo
estes os receptores B1, B2 e B3. As trés isoformas de B adrenoceptores estdo acoplados a
proteina Gs, mediando o relaxamento do detrusor e diminui¢cdo da pressao intravesical através
da ativacdo da adenilato ciclase, com consequente aumento do AMPc durante a fase de
enchimento da bexiga (LONGHRUST e LEVENDUSKY, 1999). Acredita-se que o subtipo B2

seja predominantemente em ratos, coelhos e humanos, porém, verificou-se que o subtipo B3
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guando estimulado por agonistas produz diminuicdo da pressédo da bexiga sem, entretanto,
afetar a presséo uretral, além de ser apontado como o principal envolvido no mecanismo de
relaxamento do detrusor durante a fase de armazenamento (FRAZIER et al., 2006; SVALO et
al., 2013).

1.2.3.3 Inervacdo ndo adrenérgica ndo colinérgica (NANC)

1.2.3.3.1 Papel do NO

O NO é um neurotransmissor altamente permeéavel e produzido através da hidroxilacdo da
L-arginina pela Citrulina, sendo esta reacdo catalisada por enzimas conhecidas como 6xido
nitrico sintases (NOS), que se subdividem em trés isoformas, endotelial (eNOS), neuronal
(nNNOS) e induzivel (iNOS) (MONCADA et al., 1991). As isoformas eNos e nNos atuam de
maneira dependente do complexo célcio-calmodulina e sdo denominadas de constitutivas, pois
séo constituintes normais das células em condicdes fisiologicas, sendo a eNOS responséavel por
regular o tbnus vascular através da liberacgdo do NO e a nNos funcionando com
neurotransmissor do sistema nervoso. No entanto, a isoforma iINOS ou indutivel, ndo atua de
maneira dependente do calcio, possui uma atividade sustentada e ndo esta presente nas
células em repouso, sendo estimulada por substancias pro-inflamatérias e citocinas (STUEHR
et al., 2004).

Por meio de técnica imunohistoquimica as trés isoformas de NOS foram identificadas no
trato urinario inferior de cobaias e seres humanos, sendo expressas no urotélio, musculo liso e
principalmente nos nervos e vasos sanguineos (BURNETT et al., 1997). Em bexigas urinarias
de ratos verificou-se a expressao de NOS nas fibras nervosas simpéaticas e parassimpaticas,
apoiando a teoria de que o NO exerce um papel importante como componente inibitério do BTU
(PERSSON et al.,1999). Além disso, cobaias deficientes de nNOS apresentam hipertrofia e
aumento da atividade vesical, sugerindo que o NO esta envolvido no relaxamento muscular
durante a fase de enchimento e que altera¢gdes nesta via de sinalizacdo podem resultar em BH
(BURNETT et al., 1997; FATHIAN-SABET et al., 2001). Em estudo conduzido por Wheeler et al.
(2005), observou-se que o aumento intracelular de GMPc foi responséavel por relaxar o BTU,
reduzindo a hiperatividade detrusora. Por esse motivo, a utilizagdo de farmacos que inibem a
degradacdo do GMPc mediada por enzimas denominadas fosfodiesterase (PDE), em especial a
PDE5, vem despertando grande interesse no tratamento do LUTS. Diversos estudos

comprovaram a expressdo da PDE-5 na préstata (UCKERT et al., 2001), bexiga (QIU et al.,
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2001) e uretra de rato (KUHN et al.,, 2000), comprovando que a via o NO-GMPc atua na
regulacdo do tbnus da musculatura lisa do BTU.

1.2.3.3.2 Papel do ATP

Diferentes estudos comprovam a presenca de receptores purinérgicos na bexiga de ratos
e coelhos (BURNSTOCK, 2000). Mais recentemente, estudos em cobaias e seres humanos
demontraram que o ATP pode ser liberado pelo urotélio em resposta ao estiramento dos
miofibroblastos, sinalizando ao SNC a plenitude da bexiga (CHENG et al., 2011). Sabe-se que
as contragdes induzidas por ATP na musculatura detrusora sdo mediadas por dois subtipos de
receptores purinérgicos, um deles é o receptor P2X, que esta ligado a canais ibnicos e promove
o influxo de calcio extracelular, e o outro P2Y estd acoplado a proteina G, envolvendo a
sinalizacéo via fosfolipase C/IP3 e liberagéo de calcio extracelular (BURNSTOCK e WILLIANS,
2000). No estudo de Burnstock. (2001), demontrou-se que as contragfes induzidas por
estimulacdo elétrica também eram reproduzidas pela administragdo exdgena de ATP, sendo
assim, acredita-se que o ATP seja um importante mediador responsavel pelo componente
NANC excitatério no baixo trato urinario. Em estudo conduzido por O’'Reilly et al. (2001) foi
comprovado que a expressao do receptor purinérgico P2X1 é predominante na bexiga humana
e esta relacionada com a agéo excitatoria da musculatura detrusora, sendo que em situacées
patolégicas este subtipo de receptor encontra-se aumentado, o que pode estar relacionado com

o desenvolvimento da bexiga hiperativa.

1.3 Sintomas do baixo trato urinario (LUTS)

As alteracBes na capacidade de estocar a urina podem gerar alguns sintomas do baixo
trato urinério (LUTS) como, urgéncia miccional, alteragdes da frequéncia, incontinéncia urinaria,
hiperatividade e hipertrofia da bexiga. O mecanismo da hiperatividade ainda ndo esti
completamente elucidado, mas o aumento da atividade dos nervos aferentes, que deve ser
decorrente da auséncia de uma substancia inibitéria na regido do musculo detrusor (ou fora
dela), deve ser um dos mecanismos envolvidos para iniciar as contracbes (MILSOM et al.,
2001). Em virtude de o baixo trato urinario receber inervacao nitrérgica, o NO produzido pelos
nervos ou por outras regides (urotélio, célula muscular) deve ter forte influéncia sobre a
atividade nervosa aferente. Assim, modificacbes da via L-arginina/NO/cGMP devem gerar

prejuizos para o efluxo urinario, hipertrofia, aumento da atividade eferente, hiperatividade da
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bexiga urinaria e LUTS (HO et al., 2004). Pacientes portadores de LUTS constituem populacao
ampla e crescente. Os dados epidemioldgicos revelam que a incidéncia da hiperatividade da
bexiga urinaria aumenta com a idade, sendo a prevaléncia de 53% em homens asiaticos com
idade superior a 70 anos (MOORTHY et al., 2004). Estudo realizado com 16.776 pacientes,
com idade igual ou superior a 40 anos, demonstrou que a prevaléncia do sintoma de
hiperatividade da bexiga urinaria é de 16.6%. Os sintomas mais comumente relatados foram:
aumento da frequéncia urinéria (85%), urgéncia miccional (54%) e incontinéncia (36%);
(MILSOM et al., 2001).

1.3.1 Definicéo e epidemiologia da bexiga hiperativa

A bexiga hiperativa (BH) é caracterizada pela International Continence Society (ICS) como
uma sindrome que cursa com urgéncia miccional acompanhada ou ndo de incontinéncia,
frequentemente associada ao aumento da frequéncia urinaria e noctdria, na auséncia de fatores
infecciosos, metabdlicos ou locais (ABRAMS et al., 2000). Estudos epidemioldgicos conduzidos
pela sociedade portuguesa apontam que a prevaléncia da BH em idosos néo institucionalizados
chega a 35% em homens e 29% nas mulheres. Nos Estados Unidos a prevaléncia alcanga 16%
em homens e 16,9% nas mulheres, sendo menores os episodios de urge-incontinéncia nos
homens (2,6%) quando comparados as mulheres (9,3%) (STEWART et al., 2003). De acordo
com Steers e Lee, (2001), a BH esta fortemente associada com a depressdo e o isolamento
social nos pacientes com urge-incontinéncia; além disso, Milsom et al. (2001) ressaltam que
mesmo nos casos de BH sem perda urinaria os pacientes tém a qualidade de vida bastante
comprometida. Mesmo com a alta prevaléncia, o processo fisopatolégico que resulta na BH
ainda ndo é completamente esclarecido. Estudos apontam o possivel envolvimento de
mecanismos de origem periférica, central e miogénica (BRADING, 1997; DRAKE et al., 2000;
2001; de GROAT, 1997 e 1998), subdividindo a etiologia da BH em causas neurogénicas e ndo

neurogénicas.

1.3.1.1 Etiologia da bexiga hiperativa

A etiologia da BH ainda n&o foi completamente elucidada, porém, sua compreensao pode
auxiliar na escolha da modalidade terapéutica adequada. A fun¢&o urinéria normal depende do
equilibrio e interacdo entre cérebro, substancia reticular da ponte, cerebelo, medula e ganglios

periféricos, com a participacao de diversos neurotransmissores e componentes anatdémicos do
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BTU (CHANCELLOR et al., 2004; OUSLANDER, 2004). Portanto, qualquer alteracdo
morfolégica ou nos mecanismos que sinalizam o ciclo de mic¢do podem contribuir para o
comprometimento da fung&o urinaria. Usualmente, a BH pode resultar de causas neurogénicas,
ndo neurogénicas ou miogénicas, porém, independente da etiologia, o conjunto de sinais
permanece 0 mesmo e cursa com elevacdo da pressdo intravesical durante a fase de
armazenamento, mudagas estruturais na musculatura lisa e resposta alterada mediante
estimulos (SEMINS et al., 2004).

A forma neurogénica de BH esta relacionada a afeccbes que envolvam a inervacao de
qualquer uma das estruturas do SNC envolvidas na sinalizagdo do ciclo miccional. Dentre as
principais causas de bexiga hiperativa neurogénica podemaos citar as les6es supra-pontinas e
medulares. Acredita-se que o cértex cerebral, particularmente a regido do lobo frontal, tenha
efeitos inibitérios sobre o sistema auténomo durante o enchimento vesical e que a deficiéncia
desse mecanismo, muito comum em doengas neurologicas como AVC, tumores, traumatismos
cranianos e doengas demenciais, possa ser umas das causas de bexiga hiperativa (GRIFFITHS
et al., 2004). No caso de lesdes medulares, é frequente a interrupcdo das fibras eferentes
provenientes da formacéo reticular pontomesencefélica, sendo que a altura e a extensdo da
lesdo determinam a intensidade da bexiga hiperativa e a coordenac¢do ou néo entre o detrusor e
o esfincter uretral (WISE, 1997).

Dentre as causas miogénicas, estudos sugerem que alteracdes estruturais primarias
relacionadas ao acoplamento dos feixes de musculatura lisa possam resultar em aumento da
inervacao vesical para responder adequadamente aos estimulos autondmicos ou em respostas
inadequadas da musculatura aos estimulos elétricos, permitindo que contracdes locais, que
normalmente se extinguem, se propaguem, podendo gerar contracdes clinicamente detectaveis
(GOLDBERG e SAND, 2002). Estudos em cobaias demosntraram que a presenca da excitacdo
assincronica da musculatura lisa vesical segue padrdes de denervacdo e reinervacdo. Mills et
al. (2000), estudaram feixes musculares de pacientes com BH e observaram que 35% dos
destes tinham evidéncias de denervagdo, com comprometimento das fibras musculares lisas
quando comparados aos controles. Além disso, estudos morfoldégicos demonstraram
comprometimento estrutural da musculatura detrusora associado ao quadro de BH, o que pode
refletir a sintomatologia dos pacientes. Tais achados incluem especialmente hipertrofia e
aumento de elastina e colageno (GOLDBERG e SAND, 2002).

Por fim, a causa ndo neurogénica de BH esté relacionada ao quadro de obstrugéo vesical
e hipersensibilidade aferente (THOMAS e ABRAMS, 2000; PATEL e CHAPPLE, 2008). O

quadro clinico mais comum de BH por obstrucdo vesical sdo os pacientes com hiperplasia
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prostatica benigna (HPB), porém, existem inUmeros fatores que podem resultar em obstrucdo
vesical, como por exemplo, hipertrofia e hiperplasia dos midcitos, aumento na deposicao do
colageno e diminuicdo da inervacdo parassimpatica, o que ocorre em consequéncia a lesbes
isquémicas provocadas pela reducéo do fluxo sanguineo ao detrusor hipertrofiado (TURNER e
BRADING, 1997; GOSLING et al.,, 2000). Além disso, possiveis alteragcbes nos impulsos
aferentes que controlam a micgdo também podem resultar na BH. As fibras aferentes do tipo C,
localizadas principalmente na regido sub-urotelial, sdo ativadas por estimulos quimicos,
irritativos e térmicos, porém, ainda ndo se sabe ao certo qual a sua real participacdo na
fisopatologia da BH, estudos apontam que mecanismos excitatérios secundarios podem ser
predominantes e as fibras C ficarem mais ativas (de GROAT e YOSHIMURA, 2006; BIRDER e
de GROAT, 2007).

1.3.2 Diagndstico

O ideal para iniciar o diagndstico é a coleta de anamnese e exame fisico detalhados.
Durante este passo, € fundamental determinar o tempo de aparecimento dos sintomas, sua
natureza abrupta ou ndo, tratamentos anteriores bem sucedidos, periodos de remissao, impacto
dos sintomas na qualidade de vida e presenca de fatores agravantes, como por exemplo,
diabetes mellitus, o uso de medicamentos, ingestao hidrica inadequada, doencas neuroldgicas,
patologias cardiacas e cirurgias prévias (TRUZZI et al., 2016). Durante o exame fisico é
possivel a identificagdo de massas pélvicas, distensdo vesical ou intestinal, prolapso genital e
aumento de volume da prdéstata, os quais sdo Uteis para o diagnostico diferencial de outras
patologias que mostram uma sintomatologia semelhante a da bexiga hiperativa, além disso
também é importante a realizacdo de um breve exame neurdlogico para excluir a possibilidade
de bexiga hiperativa neurogénica (TRUZZI et al., 2016).

O diagndstico complementar para as alteracdes urinérias pode ser praticado através do
diario miccional, uroanalise e do estudo urodinamico. O diario miccional € um bom aliado no
diagnostico, na avaliag&o inicial e final de um tratamento especifico. Permite trabalhar de forma
“reeducacional”’, conscientizando a paciente sobre seus ‘“vicios” urinarios e sobre o
funcionamento do seu trato urindrio (MESQUITA et al., 2010). Os parametros avaliados pelo
diario miccional incluem frequéncia miccional (diurna e noturna), volume liquido ingerido,
volume urinado, niumero de perda urindria, episédios de enurese noturna, urgéncia miccional ou
perda durante relacdo sexual, bem como a quantidade de absorventes utilizados diariamente
(TINCELLO et al., 2007).
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Devido ao baixo custo e para eliminar a possibilidade de infec¢gbes urinérias e hematuria,
os exames de uroanalise séo solicitados com frequéncia. A presenc¢a de hematuria pode sugerir
a existéncia de um neoplasma do trato urinario ou outras patologias e merece investigacdo
adicional (ROVNER et al., 2002). O estudo urodindmico realizado por meio da cistometria é
considerado um exame padrdo ouro para avaliar a presenca de contragdes involuntérias do
musculo detrusor e caso ocorra a presenca desse tipo de contragdo a terminologia utilizada é
hiperatividade do detrusor, podendo ser de origem idiopatica e neurogéncia, sendo que mais de
90% dos casos a hiperatividade do detrusor ¢é idiopatica (ABRAMS e WEIN, 2000; NORTON e
BRUBAKER, 2006; PETER et al., 2009).

1.3.3 Tratamento do LUTS

1.3.3.1 Tratamento nao farmacoldgico

O tratamento baseia-se em medidas farmacoldgicas e nao farmacol6gicas. A abordagem
nao farmacoldgica consiste inicialmente em orientar o paciente sobre a natureza da patologia,
como gerir os sintomas e mudancas no estilo de vida. E importante salientar que as
intervengbes no estilo de vida desempenham um papel importante no tratamento da bexiga
hiperativa, educando o paciente sobre sua condicdo e certos aspectos que a influenciam, como
por exemplo, o volume de ingestéo de liquidos, evitar tabaco, cafeina e bebidas alcdlicas, além
de estar atento aos medicamentos utilizados e fazer algumas alteragbes dietéticas (BURGIO,
2013).

O tratamento fisioterapéutico também € um componente importante na abordagem
conservadora da bexiga hiperativa e baseia-se em eletroestimulacdo do nervo tibial posterior,
treinamento vesical e treinamento muscular do assoalho pélvico. Os treinamentos vesical e
muscular buscam trabalhar a consciéncia corporal e fortalecer o assoalho pélvico através de
exercicios perineais que estimulam a contragdo voluntaria, fazendo com que o paciente
readquira o controle sobre o reflexo da miccdo (MORAIS et al., 2007; WANG et al., 2004). A
contracdo voluntaria dos musculos do assoalho pélvico inibe reflexamente a excitacdo
parassimpdtica sobre o detrusor, resultando na melhora da urgéncia miccional e prevenindo a
urge-incontinéncia (BURGIO, 2013). A eletroestimulacdo do nervo tiabial posterior resulta na
ativacdo de fibras simpéticas pélvicas e detrusoras, além da inibicdo central de eferentes
motores para a bexiga e de aferentes pélvicos provenientes da bexiga, restabelecendo os
mecanismos inibitérios (MORAIS et al., 2007).
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1.3.3.2 Tratamento farmacolégico

No tratamento farmacoldgico sédo utilizados agentes anti-muscarinicos, agonistas beta 3
adrenérgicos e toxina botulinica. Os anti-muscarinicos sdo a principal classe de farmacos
utilizada no tratamento da bexiga hiperativa, dentre eles podemos citar: Solifenacin, Tolterodine,
Propiverine, Darifenacin e Fesoterodine. Esses farmacos atuam impedindo a ativacdo dos
receptores muscarinicos pela acetilcolina, bloqueando o principal estimulo nervoso para a
contracdo do detrusor e aliviando os sintomas da bexiga hiperativa (WU et al., 2014).
Entretanto, a adesédo ao tratamento tem sido um problema, pois 0 uso de anti-muscarinicos
resulta em indmeros efeitos colaterais indesejaveis, como boca seca, tontura, constipacao,
sonoléncia, taquicardia e turvacao visual (FREEMAN e ADEKANMI, 2005).

Uma opcao aos pacientes que ndo respondem bem aos anti-muscarinicos € a utilizagao
de agonistas beta 3 adrenérgicos, como o Mirabegron, que foi aprovado nos Estados Unidos
para o tratamento da bexiga hiperativa em 2012 e atua promovendo o relaxamento da
musculatura lisa do detrusor através da adenilato ciclase soliuvel e pela liberacdo do fator
inibidor derivado do urotélio (WU et al., 2014, TUDOR et al.,2016). Terapias que combinam
agentes anti-muscarinicos e agonistas beta 3 adrenérgicos j& vem sendo estudadas visando
diminuir os efeitos colaterais da terapia a longo prazo e aumentar a aderéncia ao tratamento
(TUDOR et al., 2016).

Para os pacientes que ndo respondem ao tratamento conservador e apresentam alto grau
de intolerancia aos farmacos, outra opcdo € a aplicacdo de toxina botulinica do tipo A na
musculatura detrusora, provocando bloqueio seletivo da liberacdo de acetilcolina nas
terminagdes nervosas e reduzindo a contratilidade do musculo detrusor. Geralmente os efeitos
de cada aplicacdo duram entre 9 e 13 meses, com melhorias significativas nos sintomas de
armazenamento e na qualidade de vida (WALLACE e DRAKE, 2015).

1.4 Insuficiéncia cardiaca e LUTS

A incontinéncia urinéria e a sindrome da bexiga hiperativa sé@o classificadas como alguns
dos sintomas do baixo trato urinario (LUTS), e s&o prevalentes em pacientes com IC causando
um impacto significativo na qualidade de vida (RICH, 2006). Além disso, as terapias
farmacologicas para IC, tais como diuréticos podem agravar a incontinéncia urinaria existente
ou contribuir para o desenvolvimento de um quadro clinico de incontinéncia urinéria (BIERMAN,

2004). Estudos realizados em pacientes com IC demonstram que aproximadamente 32% a 34%
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dos homens e 41% a 62% das mulheres relataram ser portadoras de LUTS (BIERMAN, 2004,
PALMER et al., 2009). Além disso, recentemente, demonstrou-se que aproximadamente 57%
dos pacientes com IC apresentaram sindrome da bexiga hiperativa (PALMER et al., 2009).
Existem evidéncias de que alteracdes do LUTS e IC apresentam fatores de risco semelhantes
como, idade avancada, hipercolesterolemia, diabetes mellitus e doencas cardiovasculares
(SANDFELD e HAHN, 2003; BIERMAN, 2004; FONDA et al., 2005). Sabe-se que esses fatores
de riscos estdo associados a disfuncdo do sistema nervoso autbnomo e reducdo da
disponibilidade de NO, no qual, tem sido implicado no desenvolvimento da sindrome da bexiga
hiperativa (HALL et al., 2001; LINDMARK et al., 2003; HO et al., 2004; HUBEAUX et al., 2007).
Assim, o entendimento dos mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento do LUTS em
pacientes com IC pode significar melhoria na qualidade de vida e obtencdo de novas

possibilidades terapéuticas.

1.5 Inibidores de PDES5, insuficiéncia cardiaca e LUTS

Com a descoberta de que o sistema NO-GCs-GMPc era 0 mais expressivo e efetivo no
mecanismo de erecdo peniana, foram identificadas véarias substancias com potencial
terapéutico no tratamento da DE. Tais agentes estédo divididos em dois grupos: os que atuam de
maneira dependente de NO e os que atuam de maneira independente. Os inibidores da
fosfodiesterase tipo 5 (PDE5S) atuam de forma dependente do NO, inibindo a degradacéao do
GMPc. A PDE5 é a enzima responsavel por controlar a via de sinalizagcdo do GMPc/PKG,
especialmente em baixas concentragbes de calcio. A importancia fisiologica de PDE5 na
regulacdo do musculo liso vascular e ndo vascular foi demonstrada pelo uso clinico de um
inibidor especifico, o sildenafil (CORBIN e FRANCIS, 2002). O sildenafil causa relaxamento em
diferentes preparagfes vasculares, incluindo aorta e artéria mesentérica de coelhos, ratos e
camundongos (TOQUE et al., 2008; TURGUT et al.,, 2008) e ndo vasculares como corpo
cavernoso humano, de coelho, de rato e de camundongos e detrusor isolado de ratos e coelhos
(CLAUDINO et al., 2011; TOQUE et al., 2009; BAU et al., 2010;). Além disso, diversos estudos
tém demonstrado a presenca da PDE-5 em corpo cavernoso (TAHER et al., 1997; MORELAND
et al., 1999; GOPAL et al., 2001), prostata (UCKERT et al., 2001), bexiga (QIU et al., 2001) e
uretra (KUHN et al., 2000), sugerindo que a via o NO-GMPc contribui também para a
manutencdo do ténus do trato urogenital. No trato urindrio inferior, trabalhos foram realizados
com o intuito de se identificar o alvo do NO (FATHIAN-SABET et al.,, 2001; MASUDA et al.,

2002). Entretanto, alguns trabalhos divergem sobre a identificacdo da GCs no detrusor. Smet et
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al. (1996) demonstraram que somente células da camada mucosa apresentam marcacgdo para
GMPc, ndo havendo nenhuma marcagdo em células musculares lisas em bexigas de cobaias.
De maneira similar, Masuda et al. (2002) verificaram um aumento da atividade da GCs apds
estimulacdo com nitroprussiato de sodio (SNP) em bexigas de coelho, sendo este efeito
significativamente maior na mucosa comparado a musculatura lisa. Por outro lado, em bexigas
urinarias humanas identificou-se marcacdo para GCs nas células da musculatura lisa, e
secundariamente nas células uroteliais (FATHIAN-SABET et al., 2001). Apesar das
divergéncias sobre a relevancia da via de sinalizacdo NO-GMPc no baixo trato urinario, estudos
epidemioldgicos e clinicos em pacientes com DE tratados com inibidores de PDES5 relataram
melhorias das complicagbes do LUTS, despertando o interesse dessa classe de medicamentos
para o tratamento da sindrome da bexiga hiperativa e LUTS (ANDERSSON et al., 2008; 2009).
Adicionalmente, os inibidores da PDES5 (sildenafil, vardenafil e tadalafil), tem sido utilizado para
o tratamento da hipertens@o pulmonar associadas a IC (GUAZZI et al., 2011), e na terapia de
diversos processos fisiopatologicos como doencas cardiovasculares (KASS et al., 2007;
CHRYSANT, 2013; DAS et al., 2015). Além disso, o tadalafil tem sido utilizado no tratamento de
LUTS associado a hiperplasia prostéatica benigna (BROCK et al., 2013; SORSABURU, 2014;
ZHANG e PARK, 2015). Entretanto, a reducdo da sintese/disponibilidade de NO, comum
nessas desordens, pode comprometer o efeito benéfico dos inibidores de PDE5, uma vez que o
tratamento crénico com o sildenafil ndo reverteu a DE em ratos deficientes de NO (GUR et al.,
2010).

Devido ao uso crescente dos inibidores de PDE5 na disfuncdo erétil, seus efeitos no
tratamento de patologias cardiacas foram deixados em segundo plano por alguns anos. Porém,
estudos recentes in vitro e in vivo demonstraram respostas cardiacas benéficas nos parametros
hemodinamicos e clinicos de pacientes com IC submetidos a tratamentos de curto e longo
prazo com inibidores de PDE5 (KASS et al., 2012; SALLOUM et al., 2014; Kim et al., 2015). Em
pacientes com IC por cardiomiopatia dilatada e doenca isquémica estudos tem apontado que o
tratamento de 6 meses com Sildenafil foi responsavel pela melhora na sintomatologia e no
desempenho durante o exercicio (GUAZZI et al., 2007). Para os casos de IC sistdlica e
hipertensdo pulmonar, o tratamento de 4 semanas com Sildenafil em pacientes estaveis
melhorou a fun¢éo cardiaca, respiratoria e o desempenho funcional (LEWIS et al., 2007). Além
dos beneficios ja citados, também se observou em modelos animais diminuigdo da hipertrofia
cardiaca e do edema pulmonar (KIM et al., 2012; SALLOUM et al., 2014). Assim, o tratamento
com os inibidores de PDE5 pode ter um efeito benéfico tanto no retardo do desenvolvimento da

IC como na melhora dos sinais e sintomas associados a esta patologia.
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1.6 Estresse oxidativo, insuficiéncia cardiaca e LUTS

O estresse oxidativo tem sido apontado como uma das principais causas implicadas em
complicacdes vasculares decorrentes da progressdo de doengas cardiovasculares, resultando
do desequilibrio na producdo de ERO’s e da atuacdo do sistema antioxidante (DIMMELER et
al., 2007). Em condigcbes normais o0 sistema celular redox, composto por substancias
enzimaticas e ndo enzimaticas, é responsavel por manter o constante equilibrio celular entre a
guantidade de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) produzidas durante a respiracao celular e
a atuacado do sistema antioxidante contra o acumulo de ERO’s (RAMIRO et al., 2016). O
sistema de formagdo de ERO’s consta com uma vasta gama de enzimas que atuam na
formacdo de anion superoxido (O2-), sendo a NADPH oxidase a principal precursora para a
formacao de ERO’s na parede vascular. Dentre os componentes do sistema antioxidante estao
as enzimas intracelulares como a catalase, glutationa peroxidase, superéxido dismutase (SOD)
e 0s antioxidantes ndo enzimaticos como as vitaminas E, C, beta caroteno e acido lipbico
(YABLUCHANSKIY et al., 2013).

No tecido cardiaco, o estresse oxidativo encontra-se aumentado em resposta a
hipertrofia e insuficiéncia cardiaca. O aumento de EROs em miocérdio de coracdes com IC
também esta relacionado ao sistema antixodante prejudicado, assim como a atividade reduzida
das enzimas superoxido desmutase (SOD) e catalase (YABLUCHANSKIY et al.,, 2013) ou
estimulacdo de complexos enzimaticos como a xantina oxidase, ciclooxigenase, 6xido nitrico
sintetase e NADPH oxidase, principais enzimas relacionadas a producdo de O%
(SUMIMOTO et al., 2008).

Em modelos de hipertrofia ventricular esquerda progressiva em cobaias a expressao das
subunidades da NADPH oxidase, principais enzimas envolvidas no sistema catalitico de ERO’s,
encontravam-se em regulacdo positiva durante o processo de desenvolvimento da IC. Tais
achados também foram evidenciados na membrana sarcoplasmética de cora¢cdes humanos
insuficientes (LI et al., 2002). Sendo assim, o acumulo de ERO’s no coracao doente, mostrou-se
com papel fundamental na fisiopatologia da IC, uma vez que estd envolvido nas alteragbes de
hipertrofia, fibrose, viabilidade celular, metabolismo energético, balango do calcio intracelular e
o desenvolvimento de doengas arritmicas (HEYMES et al., 2003).

Além disso, sabe-se que as alteragdes de isquemia/reperfusdo durante o ciclo miccional
e a isquemia crbnica imposta sobre o tecido vesical pela IC e outros fatores de risco
associados, podem resultar na geragao de ERO’s e contribuir para o desenvolvimento de LUTS

(SHIN et al.,, 2015). Em estudo recente, foi evidenciado um aumento significativo da
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concentracdo do malondialdeido (MDA), subproduto da lipoperoxidacao, e da Guanilato ciclase
soluvel (GCs) na musculatura detrusora de ratos com hiperplasia prostatica benigna (HPB),
indicando que a alta concentragdo de ERO’s no tecido aumentou a degradacdo de membranas
celulares e contribuiu para o surgimento de disfun¢cdes urodindmicas como o aumento do
volume urinario total (VUT) e do volume por micc¢édo (VM) (MATSUI et.al., 2012).

2 JUSTIFICATIVA

A IC é o desfecho final da maioria das doengas cardiovasculares e pode atuar de maneira
sinérgica aumentando a predisposicdo para o desenvolvimento de LUTS. A disfuncdo do
sistema nervoso autdbnomo e alteracdes na via de sinalizacdo NO-GCs-GMPc tém sido
apontadas como possiveis mediadores das complicagbes urogenitais causadas pela IC.
Entretanto, os mecanismos de sinalizacdo intracelulares pelo qual a IC pode levar a alteragbes
no baixo trato urinario ainda ndo foram elucidados. Sabe-se que o sistema NO-GCs-GMPc
possui influéncia no controle das fungbes do baixo trato urinario, assim, diversas drogas tém
sido sintetizadas para potencializar o efeito exercido pelo NO, como o tadalafil, que atua de
forma dependente de NO e inibe a degradacdo de GMPc.

Assim, visto que praticamente ndo existem informagdes dos mecanismos envolvidos nas
alteracdes do LUTS causados pela IC, a avaliacao das alteracdes bioquimicas e funcionais é de
grande importancia para a busca de um melhor entendimento destas disfungdes urogenitais na
IC. Além disso, pode-se avaliar se o tratamento crénico com o Tadalafil pode modular a via de
sinalizacdo NO-GCs-GMPc e prevenir as possiveis alteracdes urogenitais em animais com IC.
Portanto, este estudo é relevante para a area de salude publica e qualidade de vida de

individuos portadores de IC que apresentam disfun¢des urogenitais.
3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Investigar a contribuicdo do tratamento crénico com tadalafil nas alteragfes do baixo trato
urinario de ratos Sprague Dawley com insuficiéncia cardiaca (modelo de fistula-aortocaval),

procurando explorar as alteracbes na funcdo cardiaca, nos mecanismos contrateis da

musculatura detrusora, na funcdo urinéria in vivo, no equilibrio oxidante e antioxidante e na
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funcdo renal dos animais. Para atingir tais metas, seguiremos as seguintes estratégias

experimentais:

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar através de ecocardiografia transtoracica as altera¢des cardiacas promovidas
pelo modelo de FAC e a contribuicdo do tratamento crbénico com tadalafil no

comprometimento cardiaco;

Avaliar a funcéo urinaria “in vivo” em modelo de ratos com IC (modelo de fistula-
aortocaval) submetidos ao tratamento crénico com tadalafil, determinando-se os

parametros cistométricos em animais anestesiados;

Avaliar os componentes neurogénicos envolvidos no controle da reatividade do
musculo detrusor, através da contracdo neurogénica (ex vivo), e frente a estimulos
dependentes (carbacol e alfa-beta metileno ATP) e independentes (cloreto de

potassio) de receptores;

Investigar a contribuicdo do estresse oxidativo para LUTS em ratos com IC
submetidos ao tratamento crénico com tadalafil, realizando-se medidas bioquimicas
(ELISA) para avaliar a lipoperoxidagao, atividade antioxidante total e atividade de
enzimas antioxidantes (Cu/Zn SOD-1, catalase);

Avaliar possiveis alteragfes renais realizando-se medidas bioquimicas (ELISA) para
quantificar os niveis plasmaticos de creatinina e uréia em ratos com IC submetidos

ao tratamento crénico com tadalafil.



46

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 62 ratos machos da linhagem Sprague Dawley, pesando entre 250 e 280
gramas. Dos quais, 4 foram a Obito durante o procedimento cirargico e 2 apés o
ecocardiograma, 25 foram utilizados nos experimentos “ex vivo” e avaliagado da fungao renal, 31
foram utilizados no experimento “in vivo” e avaliagdo do equilibrio redox e 33 foram
submbetidos ao ecocardiograma transtoracico. Os animais foram fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar de Investigacdo Biologica (CEMIB) da UNICAMP e mantidos a 24° C em ciclos
de claro/escuro (12/12 h), com ragéo e agua ad libitum no Biotério Central da Universidade S&o
Francisco/Braganca Paulista. Os protocolos experimentais encontram-se aprovados pelo

Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade S&o Francisco (protocolo no® 001.06.11).

4.2 Inducao dainsuficiéncia cardiaca: Modelo de fistula aortocaval

Os ratos foram anestesiados com xilazina (7mg/kg) e ketamina (62 mg/kg) administradas
via intraperitoneal (IP) e submetidos a tricotomia, seguida de laparotomia ventral abdominal
para expor a aorta e veia cava abdominal. Em seguida, uma agulha de calibre 19G com o bisel
curto, foi inserida na aorta abdominal exposta abaixo das artérias renais, avancado até a veia
cava para criar uma fistula aortocaval, aumentando o retorno venoso (Figura 03). Em seguida, a
agulha foi retirada e o local da puncdo da aorta abdominal selado com cianoacrilato. As suturas
com fios absorviveis primeiro foram realizadas na musculatura lisa abdominal e em seguida
suturada a pele do animal (BROWER e JANICKI, 2001).
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FIGURA 03: Representagdo de cirurgia para criagao da fistula entre a aorta abdominal e a veia cava
inferior.

4.3 Tratamento cronico com Tadalafil

O tratamento cronico com o inibidor da PDES5 tadalafil, utiizado como um agente
dependente de NO, foi realizado por via intraperitoneal, sendo administrada a dose de 5
mg/rato/dia; assim, o tadalafil foi diluido em solu¢do de NaCl 0,9% e a solu¢cdo homogeneizada
3 minutos no Vortex. Os animais controle foram submetidos as mesmas condicfes
experimentais, porém receberam apenas a solucdo NaCl 0,9%. Apos 8 semanas da inducéo da
fistula iniciamos o tratamento crénico com o tadalafil por 4 semanas, totalizando 12 semanas de
protocolo experimental (CHOI et al., 2015; SALLOUM et., 2014; GACCI et al., 2016) (Figura 04).
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FIGURA 04: Protocolo experimental para o tratamento com tadalafil.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais:

Sham: os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento cirdrgico, porém, nao

foi realizada a indugéo da fistula; e receberam somente solugéo de Nacl 0,9%;

Insuficiéncia cardiaca (IC): os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento
cirrgico com a inducao da fistula; e receberam somente solucdo de Nacl 0,9%;

Tadalafil: os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento cirirgico, porém, nao
foi realizada a inducéo da fistula; e receberam tadalafil na dose de 5 mg/rato/dia;

IC + Tadalafil: os animais deste grupo foram submetidos ao procedimento cirtrgico com a

inducéo da fistula; e receberam tadalafil na dose de 5 mg/rato/dia.

4.4 Validagdo do modelo de insuficiéncia cardiaca

4.4.1 Ecocardiograma transtorécico

Para a validacdo do modelo de IC e melhor avaliacdo da contribuicdo do tratamento com

tadalafil nos pardmetros cardiacos, os animais foram submetidos ao exame de ecocardiografia

transtoracica nas fases pré e poés-tratamento. Os animais foram anestesiados com xilazina

(7mg/kg) e ketamina (62 mg/kg) administradas via intraperitoneal, posteriormente foi realizada a

tricotomia da regido tordcica e o0s animais foram submetidos ao procedimento de

ecocardiografia. Para a Ecocardiografia Transtoracica foi utilizado o equipamento (Sono Site —

M Turbo, Washington, USA). Os parametros mensurados foram: massa do VE, fragdo de
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ejecdo, fracdo de ejecdo do VE e volumes sistdlico e diastdlico finais do VE (RODRIGUES et
al., 2016).

4.5 Cistometria (avaliagao “in vivo”)

Apos o periodo do protocolo experimental (12 sem.), os ratos foram anestesiados com
xilazina (7mg/kg) e ketamina (62 mg/kg) administradas via intraperitoneal. Apés laparotomia
mediana, a bexiga foi exposta e um escalpe (19G), conectado a um cateter (PE50) foi
introduzido no apice da bexiga. O catéter foi conectado simultaneamente a um transdutor de
pressdo e a uma bomba de infusdo. Antes do inicio da cistometria, a bexiga foi completamente
esvaziada. O cistometograma foi conduzido através da infusdo continua de solugéo salina na
bexiga a um fluxo de 4 mL/h (CLAUDINO et al., 2015). Os seguintes parametros urodinamicos

foram avaliados:

(1) Capacidade (CP) da bexiga, calculada pelo tempo necessario para desencadear a

primeira micgéo x 4 (mL) / 60 minutos;

(2) Pressao limiar (PL), que é a pressdo imediatamente anterior ao inicio da contracéo de

micgao, e representa a variagdo de pressao intravesical durante a fase de enchimento;

(3) Contracdo de micgcdo (CM), que é a amplitude do pico da contracdo que resulta em

miccao;

(4) Frequéncia de micgdo (FM) que € o nimero de contracdes de micgdo por minuto;

(5) Frequéncia de contracdes involuntérias (Cls), calculada como nimero de Cls por minuto,
sendo considerada como Cl aquela contragdo com amplitude superior a 4 mmHg que néao

resulta em miccéo;

(6) Presséo basal (PB), que é a pressao apos inicada a cistometria e estabilizado o sistema.
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4.6 Estudo funcional do musculo detrusor (avaliagao “ex vivo”)

4.6.1 Preparo e montagem dos tecidos

ApOs 12 semanas, os animais foram anestesiados com isoflurano e em seguida,
exsanguinados por seccdo dos vasos cervicais e eutanasiados. Para remoc¢do da bexiga
urinaria primeiramente foi realizada uma incisdo na parede abdominal, expondo-se a bexiga e
removendo-a através de uma secc¢ao horizontal ao nivel dos ureteres. Apds esse procedimento
os tecidos foram colocados em solucdo de Krebs-Ringer com a seguinte composi¢cdo em mM:
NaCl, 118; NaHCOS3, 25; glicose, 5,6; KCI, 4,7; KH2PO4, 1,2; MgS04.7H20, 1,17 e
CaCl2.6H20, 2,5. O isolamento do musculo detrusor foi obtido retirando-se a base da bexiga; a
por¢cdo remanescente foi aberta de modo a formar um retangulo, para posterior obtencdo de
“strips” (tiras) longitudinais. No miégrafo, os tecidos foram montados em camaras para 6rgao
isolado (volume de 5 mL), preenchidas com solu¢cdo de Krebs-Henseleit e continuamente
gaseificadas com 02:CO2 (95:5 %), a temperatura de 37° C (pH 7,4). A tenséo aplicada ao
detrusor (10 mN) foi periodicamente ajustada até obter-se a estabilizacdo dos mesmos (60 min).
As alteracbes de tensdo foram medidas usando transdutores isométricos (AD Instruments,
Australia) e registradas em sistemas PowerlLab 4/30 de aquisicdo de dados (Software verséao
7.3, AD Instruments, Austrdlia).

As curvas concentracdo-efeito foram obtidas através do aumento cumulativo das
concentracBes do agonista em meia unidade logaritmica entre doses sucessivas. Os dados

obtidos das curvas concentracao-efeito em detrusor foram avaliados segundo a equagéo:

E = Emax/[(1+(10c/10X)N + ]

A letra E representa o efeito do agonista na resposta tecidual; Emax representa a
resposta maxima que o agonista pode produzir; ¢ representa o logaritmo da EC50, definida
como a concentracdo do agonista que produz metade da resposta maxima; X representa o
logaritmo das concentragc6es do agonista; o exponencial n é o coeficiente angular ou inclinacéo,
o qual define o tipo de curva concentracao-efeito obtida e, finalmente, o simbolo ® representa a
resposta observada na auséncia do agonista.

A andlise de regressao nédo linear para determinar os parametros: Emax, log EC50 e n foi

realizada utilizando-se o programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA).

4.6.2 Avaliacdo dos mecanismos contrateis
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As respostas contrateis do muasculo liso detrusor foram avaliadas através da construgéo
de curvas concentracdo-efeito ao agonista pleno carbacol (1nM - 100uM) e ao agente
hiperpolarizante KCI| (1 — 300 mM) em detrusor de ratos IC submetidos ao tratamento com
tadalafil. A resposta contratil mediada por receptores purinérgicos foi avaliada através da adi¢éo
de a,B-metileno ATP (10uM). As respostas contrateis foram expressas em mN/mg de peso

umido do “strip”.

4.6.3 Avaliagcdo da curva de frequéncia-resposta

Os tecidos foram montados entre dois eletrodos de platina dispostos paralelamente. Os
tecidos foram estimulados eletricamente a uma voltagem de 80 V, com durag&o dos pulsos de 1
milisegundo, intervalo entre os pulsos de 0,2 ms, durag¢édo da estimulacdo de 10 segundos nas
frequéncias de 1, 2, 4, 8, 16 e 32 Hz com intervalo de 3 minutos entre os estimulos. A
estimulacdo elétrica foi realizada através de estimulador elétrico DMT (Current stimulator
CS200, Ann Arbor, MI, EUA). As respostas contrateis foram expressas em mN/mg de peso

Umido do tecido.

4.7 Avaliacdo do sistema antioxidante

4.7.1 Determinacdo da capacidade antioxidante total (CAT)

O sistema antioxidante € composto por enzimas como superéxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase, além de macro e micro moléculas como albumina, acido ascoérbico, beta
caroteno, acido Urico e bilirrubina. A soma entre as substancias antioxidantes endégenas e as
derivadas da alimentac&o corresponde a capacidade antioxidante total (CAT). O kit antioxidante
Cayman pode ser utilizado para mensurar a CAT em amostras de plasma, urina e saliva,
baseando-se na habilidade dos antioxidantes presentes na amostra de inibir a oxidacdo do
ABTS para o radical ABTS+ através da metamioglobina. A supressdo da absorbancia é
proporcional & quantidade de antioxidantes presentes na amostra e pode ser mensurada no
espectrofotbmetro em 750 ou 405nm. A capacidade da amostra em evitar a oxidagdo do ABTS

€ comparada ao Trolox, um antioxidante comercial analogo do tocoferol e solivel em 4gua.

4.7.2 Determinacao da atividade antioxidante da superéxido dismutase (SOD)
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As superodxido dismutases (SOD) sdo metaloenzimas que catalisam a dismutagdo do
anion superoéxido em oxigénio molecular e perdxido de hidrogénio, sendo cruciais para a defesa
antioxidante do organismo. O kit SOD da Cayman pode ser utilizado para mensurar a atividade
da SOD em amostras de plasma, homogenatos de tecido e soro. A técnica utiliza um sal de
tetrazolio para detectar radicais superoxido gerados através da xantina oxidase. A unidade da
SOD é definida pela quantidade de enzima necesséria para inibir 50% da dismutacéo do radical

superoéxido, sendo monitorada no espectrofotdmetro em 440-460nm.

4.7.3 Determinacdo da atividade antioxidante da Catalase

A catalase é uma enzima intracelular encontrada na maioria das células aerébicas, sendo
responsavel por catalisar a conversao do peroxido de hidrogénio (H202), um subproduto téxico
do metabolismo celular, para oxigénio molecular e agua. O método utiliza amostras de plasma,
soro ou homogenatos de tecido para promover a reagdo entre catalase e metanol na presenga
de H202, tendo como produto final um formaldeido mensurado colorimetricamente no

espectrofotdmetro em 540nm.

4.8 Avaliacdo do dano oxidativo

Para avaliacdo do dano oxidativo foi utilizada a dosagem do Malondialdeido (MDA), um
subproduto da lipoperoxidacdo, reconhecido mecanismo de lesédo celular em animais e utilizado
como marcador de estresse oxidativo. O método utiliza amostras de plasma, soro ou
homogenatos de tecido para promover um reagéo entre o malondialdeido e duas moléculas de
acido tiobarbittrico em alta temperatura (90-100°C) e ambiente acido, produzindo um complexo

de coloracéo rosa mensurado no espectrofotdmetro a 532 nm.

4.9 Avaliagéo da funcéo renal

A funcdo renal foi avaliada através da dosagem dos niveis plasmaticos de uréia e
creatinina em ratos submetidos ao tratamento crénico com Tadalafil. Apds a coleta em tubos
pré-carregados com heparina, o0 sangue sera centrifugado e armazenado em freezer -80° C até
o momento dos testes. Todos os métodos foram realizados utilizando-se kits comerciais,

seguindo-se as instrucdes do fabricante (Labtest diagndstica S.A,Vista Alegre, Brasil).
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4.10 Analise estatistica

Valores experimentais de contragdo foram calculados em relagcdo a contracdo maxima
produzida pelo agonista dividido pelo peso umido de cada strip (mN.mg-1). Valores de EC50
foram apresentados como o logaritmo negativo (pEC50) calculados pelo programa GraphPad
Prism. Os resultados foram apresentados como média * erro padrdo das médias (E.P.M.) de n
experimentos indicados em cada caso. Para comparacfes multiplas de varidveis independentes
foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA), seguido pelo post hoc teste de Tukey. O
teste t ndo pareado de Student foi utilizado para as analises estatisticas dos dados de
ecocardiograma nos grupos pré-tratamento. O programa InStat (GraphPad, version 3,00
Software, EUA) foi usado para as andlises. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal

A Tabela 03 mostra que, tanto na fase pré-tratamento (8° semana) quanto pos-tratamento
cronico com tadalafil (12° semana) o peso corporal dos animais ndo apresenta diferencas
significativas entre os grupos. Além disso, o tratamento com tadalafil ndo causou variacdes

significativas de peso em nenhum dos grupos analisados.

Tabela 03: Peso corporal dos grupos Sham, IC, Tadalafil e IC Tadalafil nas fases pré e pés-
tratamento crénico com tadalafil.

Grupos Peso Corporal (g)
Pré-tratamento Pés-tratamento
Sham 468 + 30 460 £ 23
IC 451 +19 459 + 28
Tadalafil 448 + 31 448 + 27
IC Tadalafil 471 £ 35 443 + 31

Peso corporal dos grupos Sham (N=13), IC (N=12), Tadalafil (N=14) e IC Tadalafil (N=17). Os dados
representam as médias * erro padrdo da média dos experimentos.
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5.2 Parametros cardiacos

O controle dos pardmetros cardiacos foi realizado através de ecocardiograma
transtoracico, sendo mensuradas a massa do VE, fracdo de ejecdo, fracdo de ejecdo do VE,
volume sistélico final do VE e volume diastdélico final do VE em animais pré e pés-tratamento
cronico com tadalafil. No grupo IC pré-tratamento observa-se aumento da massa do VE (43%) e
diminuicdo da fracdo de ejecdo (13%) e fracdo de ejecdo do VE (21%), além de aumento nos
volumes sistdlico (107%) e diastélico (72%) finais do VE quando comparado ao respectivo
grupo sham, assim comprovando que o modelo de fistula aortocava foi eficiente na inducdo da
IC. Uma vez estabelecida a IC iniciou-se o tratamento crénico com tadalafil 5mg/dia por 4
semanas. ApOs o tratamento observa-se a restauracdo e reversdo dos parametros cardiacos
pré-avaliados, com diminuicdo da massa do VE (23%), aumento da fracdo de ejecédo (16%),
aumento da fracéo de eje¢éo do VE (30%) e diminui¢éo dos volumes sistélico (45%) e diastolico
(55%) do VE no grupo IC tadalafil guando comparado ao grupo IC pés-tratamento (Figura 05).

O tratamento com tadalafil ndo alterou os parametros cardiacos no grupo Tadalafil.
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FIGURA 05: Medidas da massa do ventriculo esquerdo (VE) (painel A), fracdo de ejecao (painel
B), fracdo de ejecdo do VE (painel C), volume sistdlico final do VE (painel D) e volume diastolico
final do VE (painel E) de ratos pré e pdés-tratamento cronico com tadalafii 5mg/dia via
intraperitoneal por 4 semanas. Os dados representam as médias + erro padrdo da média dos 7-
9 experimentos. *p<0,05 comparado com o respectivo grupo sham; **p<0,01 comparado com o
respectivo grupo sham; # p<0,05 comparado ao grupo IC pés-tratamento.
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5.3 Resposta contrétil do mdsculo detrusor induzida pelo carbacol

A resposta contratil dependente dos receptores muscarinicos foi avaliada através da
construcdo de curvas concentragdo-resposta ao agonista muscarinico ndo seletivo carbacol
(CCh) no musculo liso detrusor em ténus basal. A poténcia (pECso) do carbacol apresenta-se
elevada no grupo IC (6,31 + 0,87) quando comparada ao respectivo grupo Sham (6,12 + 0,12).
O tratamento crénico com tadalafil restaurou a poténcia do carbacol no grupo IC Tadalafil (6,11
+ 1,12), além disso, o tratamento ndo alterou a poténcia do carbacol no grupo Tadalafil (5,99 +
0,54) (Figura 6A). A resposta maxima ao carbacol apresenta aumento significativo nos animais
IC (1,55 + 0,07 mN.mg™) quando comparados ao respectivo grupo Sham (0,88 = 0,1 mN.mg™),
porém, apos o tratamento observa-se diminui¢cdo significativa da resposta maxima no grupo IC
Tadalafil (0,99 + 0,18 mN.mg™) (Figura 6A e B). O tratamento n&o alterou a resposta maxima ao

CCh no grupo Tadalafil (Figura 6A e B).
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FIGURA 06: Curvas concentragdo-efeito ao carbacol (CCh 1 nM-100 pM) (painel A) em
detrusor de ratos submetidos ou ndo ao tratamento com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por
4 semanas (Sham n=4; IC n=5; Tadalafil n=5; IC Tadalafil n=4). A contrac¢ao foi calculada como
valor absoluto em mN dividido pelo peso individual de cada “strip” (mN.mg-1). Os valores de
respostas maximas estao apresentados no painel B. Os dados representam as médias + erro
padrdao da média dos experimentos. *p<0,05 comparado com o respectivo grupo Sham; #
p<0,05 comparado ao grupo IC.
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5.4 Resposta contréatil do musculo detrusor induzida pelo cloreto de potassio

O efeito contrétil independente de receptores foi avaliado através da construcao de curvas
concentracao-resposta ao agente despolarizante cloreto de potédssio (KCI) no musculo liso
detrusor de ratos em tonus basal. A poténcia (pECs,) do KCI néo foi alterada em nenhum dos
grupos analisados (Figura 7A). Entretanto, a resposta maxima ao KCI apresentou aumento
significativo nos animais IC (2,42 + 0,20 mN.mg™) quando comparados ao respectivo grupo
Sham (1,63 + 0,19 mN.mg™), porém, ap6s o tratamento observa-se significativa diminuicéo da
resposta maxima no grupo IC Tadalafil (1,74 = 0,09 mN.mg™) (Figura 7B). O tratamento nio

alterou a resposta maxima ao KCI no grupo Tadalafil (Figura 7B).
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FIGURA 07: Curvas concentracdo-efeito ao cloreto de potassio (KCl 1-300 mM) (painel A) em
detrusor de ratos submetidos ou ndo ao tratamento com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por
4 semanas (Sham n=5; IC n=6; Tadalafil n=7; IC Tadalafil n=6). A contracado foi calculada como
valor absoluto em mN dividido pelo peso individual de cada “strip” (MN.mg™). Os valores de
respostas maximas estao apresentados no painel B. Os dados representam as médias + erro
padrdo da média dos experimentos. *p<0,05 comparado com o respectivo grupo Sham; #
p<0,05 comparado ao grupo IC.
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5.5 Resposta contrétil do masculo liso detrusor induzida pelo a,B-metil ATP

A contracdo dependente do sistema purinérgico foi avaliada através da adicdo n&o
cumulativa de a,B-metil ATP (10 pum) no musculo liso detrusor em ténus basal. No grupo IC
(1,11 + 0,02 mN.mg™) verificou-se aumento significativo na resposta contratil quando
comparado ao respectivo grupo Sham (0,65 + 0,06 mN.mg™). Apés o tratamento os animais do
grupo IC Tadalafil (0,36 + 0,08 mN.mg™) apresentaram reducéo significativa na contratilidade
mediada por estimulo purinérgico quando comparados ao grupo IC, além disso, o tratamento
n&o provocou alteracdes de resposta contratil no grupo Tadalafil (0,61 + 0,17 mN.mg™) (Figura

8).
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FIGURA 08: Curva ndo cumulativa ao a,B-metil ATP (10 uM) em detrusor de ratos submetidos
ou nao ao tratamento com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por 4 semanas (Sham n=4; IC
n=5; Tadalafil n=5; IC Tadalafil n=5). A contracdo foi calculada como valor absoluto em mN
dividido pelo peso individual de cada “strip” (mN.mg-1). Os dados representam as médias + erro
padrdo da média dos experimentos. **p<0,01 comparado com 0 respectivo grupo Sham; ##
p<0,01 comparado ao grupo IC.
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5.6 Resposta contrétil do masculo liso detrusor induzida pela estimulacao elétrica

A contracdo induzida pela estimulagéo elétrica (EFS) foi avaliada através da construgcéo
de curvas frequéncia-resposta a EFS no musculo liso detrusor em tdnus basal. O aumento
gradativo da frequéncia da EFS promoveu uma resposta contratil dependente da frequéncia.
Entretanto, apesar do aumento da resposta contratil mediada pelo EFS no detrusor de animais
com IC este néo foi estatisticamente diferente quando comparado ao seu respectivo controle
(Sham). No entanto, apés o tratamento com tadalafil foi observado uma reducao significativa da
resposta neurogénica do musculo detrusor do grupo IC tadalafil, em todas as frequéncias
analisadas, quando comparado ao grupo IC, mostrando o beneficio do tratamento com tadalafl
na reversao da contratilidade neurogénica. Além disso, o tratamento promoveu diminuicdo da

contratilidade neurogénica mediada por EFS no grupo Tadalafil (Figura 9).
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FIGURA 09: Curvas frequéncia-efeito ao estimulo elétrico (1-32 Hz) em detrusor de ratos
submetidos ou ndo ao tratamento com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por 4 semanas
(Sham n=4; IC n=5; Tadalafil n=4; IC Tadalafil n=4). A contracdo foi calculada como valor
absoluto em mN dividido pelo peso individual de cada “strip” (mN.mg™). Os dados representam

as médias * erro padrdo da média dos experimentos. ## P <0.01 comparado ao grupo IC.
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5.7 Cistometria

A funcao urindria in vivo foi avaliada através dos pardmetros mensurados por cistometria.
Na Figura 10 podemos observar tracados representativos da cistometria em ratos tratados e
nado tratados com tadalafil, mostrando que no grupo Sham os animais raramente apresentam
contracdes involuntarias, porém o grupo IC exibe um padrao irregular de micgédo, com presenca
de contracdes desinibidas ao longo do tracado. Ap6s o tratamento o grupo IC Tadalafil
apresenta padrdo regular de miccdo e ausencia de contracBes desinibidas, além disso, o
tratamento ndo afetou o tragado cistométrico do grupo Tadalafil.

A analise dos parametros cistométricos mostra que o grupo IC apresenta um aumento
significativo da pressdo basal (Figura 11A), contragdo de miccao (Figura 11B), presséo limiar
(Figura 11C) e das contragBes involuntarias (Figura 11F), associada a uma diminuicdo
significativa da capacidade (Figura 11D) quando comparado ao respectivo grupo Sham. O
tratamento com tadalafil foi capaz de reverter as alteragdes cistometricas no grupo IC Tadalafil,
restaurando a pressdo basal, pressdo limiar, capacidade e frequéncia de contracdes
involuntarias, além de ndo causar prejuizos aos parametros cistométricos do grupo Tadalafil
(Figura 11).
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FIGURA 10: Tracado representativo da cistometria de animais Sham, Tadalafil, IC e IC
Tadalafil. Os tracados representam 10 minutos de procedimento experimental e as linhas
tracejadas indicam a presenca de micgéo.
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FIGURA 11: Parametros cistométricos dos animais de ratos submetidos ou ndo ao tratamento
com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por 4 semanas (Sham n=8; IC n=7; Tadalafil n=7; IC
Tadalafil n=9). Foram avaliados a pressédo basal (PB; Painel A) contracdo de miccdo (CM,;
Painel B), pressao limiar (PL; Painel C), capacidade (CP; Painel D), frequéncia de miccao (FM;
Painel E), frequéncia de contracfes involuntarias (Cls; Painel F). Os dados representam as
médias + erro padrdo da média dos experimentos. * p<0,05 comparado com grupo Sham; **
p<0,01 comparado ao grupo sham; # p<0,05 comparado ao grupo Sham;.## p<0,01 comparado
IC.
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5.8 Avaliacdo do dano oxidativo

O dano oxidativo foi avaliado através da quantificagdo do malondialdeido (MDA),
subproduto da lipoperoxidagéo, no plasma de ratos submetidos ao tratamento cronico com
tadalafil. No grupo IC (18,17 = 3,08 nmol/ml) verifica-se um aumento significativo do MDA
quando comparado ao respectivo grupo Sham (13,81 + 1,44 nmol/ml). O tratamento com
tadalafil reduziu significativamente os niveis plasmaticos de MDA no grupo IC Tadalafil (13,17 =
1,6 nmol/ml), além disso, ndo alterou os niveis de MDA no grupo Tadalafil (14,34 + 3,7 nmol/ml)
(Figura 12).
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FIGURA 12: Avaliacdo do dano oxidativo através da quantificacdo do malondialdeido (MDA) em
plasma de ratos submetidos ou hdo ao tratamento com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por 4
semanas (Sham n=9; IC n=7; Tadalafil n=9; IC Tadalafil n=10). Os dados representam as
médias + erro padrdo da média dos experimentos. *p<0,05 comparado ao respectivo grupo
Sham; ##p<0.01 comparado ao grupo IC.
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5.9 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi avaliada através da quantificacdo dos niveis de trolox
no plasma de ratos submetidos ao tratamento cronico com tadalafil. No grupo IC (16,60 = 1,6
mM) verifica-se uma diminuicdo significativa do trolox quando comparado ao respectivo grupo
Sham (20,0 + 0,63 mM). O tratamento com tadalafil foi capaz de restaurar os niveis plasmaticos
de trolox no grupo IC Tadalafil (19,09 £ 1,02 mM), além disso, ndo alterou os niveis de trolox no
grupo Tadalafil (17,57 = 1,08 mM) (Figura 13).
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FIGURA 13: Avaliacdo da capacidade antioxidante total (CAT) em plasma de ratos submetidos
ou néo ao tratamento com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por 4 semanas (Sham n=5; IC
n=5; Tadalafil n=4; IC Tadalafil n=5). Os dados representam as médias * erro padrdo da média
dos experimentos. **p<0,01 comparado ao respectivo grupo Sham; #p<0.05 comparado ao
grupo IC.
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5.10 Atividade antioxidante enzimatica

O sistema antioxidante enzimatico foi avaliado através da quantificacdo da atividade das
enzimas Superéxido Dismutase (SOD) e Catalase no plasma de ratos submetidos ao
tratamento crénico com tadalafil. Os animais do grupo IC (10,98 + 0,54 U/mol) apresentaram
uma diminuicéo significativa da atividade enzimética da SOD quando comparados ao respectivo
grupo Sham (12,75 + 1,84 U/mol). O tratamento com tadalafil foi capaz de restaurar a atividade
enzimatica da SOD no grupo IC Tadalafil (12,98 + 1,87 U/mol), além disso, ndo causou
alteracdes significativas no grupoTadalafil (12,8 + 1,78 U/mol) (Figura 14A). Em contrapartida,
ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos para a atividade enzimatica da
catalase (Figura 14B).
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FIGURA 14: Avaliagdo da atividade plasmatica das enzimas superoxido dismutase (SOD)
(painel A) e Catalase (painel B) de ratos submetidos ou ndo ao tratamento com tadalafil 5mg/dia
via intraperitoneal por 4 semanas (Sham n=8; IC n=5; Tadalafil n=7; IC Tadalafil n=6). Os dados
representam as médias = erro padrdo da média dos experimentos. *p<0,05 comparado ao
respectivo grupo Sham; #p<0.05 comparado ao grupo IC.
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5.11 indice de dano oxidativo

O indice de dano oxidativo foi mensurado através da relacdo entre os valores de
malondialdeido (MDA) e a capacidade antioxidante total (CAT). No grupo IC (1,11 + 0,16
nmol/mM) verifica-se um aumento significativo do indice de dano oxidativo quando comparado
ao respectivo grupo Sham (0,63 + 0,09 nmol/mM). O tratamento com tadalafil reduziu
significativamente o indice de dano oxidativo no grupo IC Tadalafil (0,67 + 0,06 nmol/mM), além

disso, ndo alterou esse indice no grupo Tadalafil (0,84 + 0,14 nmol/mM) (Figura 15).
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FIGURA 15: Avaliacéo do indice de dano oxidativo (relagdo MDA/Tolox) de ratos submetidos ou
ndo ao tratamento com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por 4 semanas (Sham n=5; IC n=5;
Tadalafil n=4; IC Tadalafil n=5). Os dados representam as médias * erro padrdo da média dos
experimentos. **p<0,01 comparado ao respectivo grupo Sham; #p<0.05 comparado ao grupo
IC.
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5.12 Funcao renal

A funcéo renal foi avaliada através da quantificacdo dos nives plasmaticos de Uréia e
Creatinina de ratos submetidos ao tratamento cronico com tadalafil. Os animais do grupo IC
(79,65 + 11,66 mg/dl) apresentaram um aumento significativo da Uréia quando comparados ao
respectivo grupo Sham (58,22 + 7,71 mg/dl). O tratamento com tadalafil reduziu
significativamente a quantidade de Uréia no grupo IC Tadalafil (69,45 + 9,8 mg/dl), além disso,
ndo causou alteracdes significativas no grupo Tadalafil (65,75 + 9,37 mg/dl) (Figura 16A). Em
contrapartida, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos para a

guantificac@o dos niveis plasmaticos de Creatinina (Figura 16B).
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FIGURA 16: Avaliagdo da concentracdo plasmatica de Uréia (painel A) e Creatinina (painel B)
em ratos submetidos ou ndo ao tratamento com tadalafii 5mg/dia via intraperitoneal por 4
semanas (Sham n=6; IC n=7; Tadalafil n=7; IC Tadalafil n=7). Os dados representam as médias
+ erro padrdo da média dos experimentos. **p<0,01 comparado ao respectivo grupo Sham;
#p<0.05 comparado ao grupo IC.
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5.13 Relacao uréial/creatinina

O calculo da relacao Uréia/Creatinina foi utilizado para avaliar a funcdo renal de ratos
submetidos ao tratamento cronico com tadalafil, porém, ndo foram observadas alteractes

estatisticas significativas entre os grupos analisados (Figura 17).
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FIGURA 17: Avaliacdo da relac@o Uréia/Creatinina em ratos submetidos ou ndo ao tratamento
com tadalafil 5mg/dia via intraperitoneal por 4 semanas (Sham n=4; IC n=5; Tadalafil n=4; IC
Tadalafil n=4). Os dados representam as médias + erro padrdo da média dos experimentos.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, investigamos a contribuicdo do tratamento crdénico com tadalafil no
comprometimento cardiaco e do baixo trato urinério de ratos com IC submetidos ao modelo de
FAC. Nossos dados demontram que as alteracdes hemodinamicas promovidas pela sobrecarga
de volume resultante da FAC induziram hipertrofia cardiaca e reducéo da funcdo do VE, além
de hiperatividade do mecanismo contratil detrusor, prejuizo da funcdo renal e aumento do
estresse oxidativo. No entanto, foi demonstrado que o tratamento com tadalafil foi capaz de
restaurar as fung¢des cardiaca, renal, urinaria e o equilibrio redox nos animais.

O NO é reconhecidamente uma molécula com multiplos efeitos regulatérios no miocardio
e tecido vascular, assim como em inumeros outros 6rgdos e tecidos do organismo. Em
miocéardio de mamiferos o NO é responsavel por aumentar a complacéncia do VE, atenuar a
resposta beta adrenérgica e potencializar respostas parassimpaticas, além de alterar os niveis
intracelulares de célcio, impactando o desempenho cardiaco sistélico e diastélico (SIMON et al.,
2014). Achados experimentais utilizando doadores de NO, inibidores de 6xido nitrico sintases
(NOS) e delegé@o genética apontam claramente que a sinalizacdo deficiente do NO funciona
como um contribuinte critico para muitos estados de doencga cardiovascular, incluindo
insuficiéncia cardiaca, cardiomiopatia diabética, leséo isquémica e fibrilagdo atrial. Sabe-se que
em pacientes com IC a sinalizagdo deficiente do NO estd relacionada com aumento da
producdo de ERO’s, remodelamento cardiaco e anormalidades diastdlicas no ventriculo
esquerdo (VE) (BHARDWAJ et al., 2013; LANGRISH et al., 2013).

Além dos prejuizos promovidos pela sinalizacédo deficiente do NO, estudos apontam que a
degradacdo da guanosina monofosfato ciclico (GMPc) por metalo-hidrolases denominadas
fosfodiesterases (PDE), principalmente a PDE5, tem importancia na funcionalidade dos
cardiomiocitos, especialmente quando estes encontram-se expostos a sobrecarga e estresse
oxidativo (ZHANG et al., 2008). Em modelo experimental de sobrecarga cardiaca por alteracdes
de pressdo, observou-se aumento dos niveis de PDE5 no miocardio, onde a enzima
antioxidante SOD foi capaz de atenuar o aumento da PDES5, protegendo contra a hipertrofia do
VE e insuficiéncia cardiaca congestiva, sugerindo que o estresse oxidativo aumenta a
expressao de PDE5, que atua na modulacdo da hipertrofia dos cardiomiocitos (POKREISZ et
al., 2009). Resultados semelhantes foram relatados no estudo de Vandenwijngaert et al. (2013),
onde observou-se aumento da expressdo de PDE5 no VE de pacientes com cardiopatia
dilatada e isquémica, associada a hipertrofia do VE, capacidade contratil dos cardiomiécitos

diminuida e disfuncéo sistolica e diastolica do VE. Tais evidéncias tedricas apoiam o uso dos
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inibidores de PDES5S como adjuvantes no manejo farmacoldgico de diversas patologias cardiacas
como, hipertenséo arterial, pulmonar, cardiopatia isquémica e IC.

No estudo de Salloum et al. (2014), foi avaliada a contribuicdo do tratamento com tadalafil
1mg/dia por 4 semanas em ratos submetidos ao modelo experimental de ligadura arterial
coronariana. Os resultados apontaram reducao de 70% na area de lesdo isquémica 1 semana
apés o inicio do tratamento, além de atenuar a hipertrofia cardiaca, o edema pulmonar e
restaurar a fracao de ejecdo do VE. Os dados obtidos em nosso laborat6rio corroboram com os
achados da literatura, pois 8 semanas apés a inducdo da IC os animais apresentavam marcada
hipertrofia de VE, diminuicdo da fracdo de ejecdo e aumento do volume sistolico e diastolico
finais do VE. Porém, o tratamento com 5mg/dia de tadalafil por 4 semanas foi capaz de
restaurar de forma eficaz as alteracdes cardiacas hipertroficas e a funcionalidade do VE,
comprovando o efeito cardioprotetor da inibicdo da PDE5 no miocardio. Pesquisas recentes
sugerem que a reducgdo da hipertrofia e melhora na funcdo do VE néo esta apenas ligada aos
efeitos vasculares promovidos pelos inibidores de PDES5. De acordo com Munjal et al. (2014) foi
proposto que o tratamento com tadalafil foi capaz de atenuar a agdo do TGF-f no musculo
cardiaco ap0s a administragdo de angiotensina Il, promovendo um efeito protetor contra o
aumento da deposicao de colageno e aumento da fibrose cardiaca, além dos animais do grupo
tratado também apresentarem melhor funcao sistélica do VE e consequente auséncia de edema
pulmonar.

Além disso, estudos sugerem uma intima relacdo entre IC e o desenvolvimento de
sintomas do baixo trato urinario (LUTS) como, urgéncia miccional, incontinéncia urinaria e
bexiga hiperativa. Estudos realizados em pacientes com IC demonstraram que
aproximadamente 34% dos homens e 62% das mulheres relataram ser portadoras de LUTS,
com destaque para o desenvolvimento da bexiga hiperativa que pode afetar até 57% desses
pacientes (BIERMAN, 2004; PALMER et al., 2009). Acredita-se que diversos mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da IC possam contribuir para o desenvolvimento do LUTS, como
por exemplo, a disfuncdo endotelial, insuficiéncia arterial, niveis aumentados de agentes
vasoconstritores como ET-1 e ANG I, depressdo, ansiedade e o proprio tratamento
medicamentoso podem induzir a sintomatologia no baixo trato urinario. Tais fatores resultam em
disfungdo do sistema nervoso autbnomo e alteragbes moleculares importantes nas vias de
sinalizagdo que controlam o ténus (relaxamento e contragdo) da musculatura lisa. Evidéncias
clinicas e experimentais indicam que a reducédo da disponibilidade de NO e/ou da reatividade ao
NO enddgeno, leva a disfuncdo endotelial e aumento da formagdo de espécies reativas de

oxigénio, prejudicando a funcdo urinaria tanto em animais como em humanos (ANDERSON e
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ARNER, 2004; BAU et al., 2010; PROPPING et al., 2015). No estudo de Andersson et al. (2011)
foram propostos 4 mecanismos relacionados com o desenvolvimento de LUTS, a redugao das
enzimas oxido nitrico sintases (NOS) e do NO pélvico, inflamac¢éo do baixo trato urinério (BTU)
com consequente aumento da atividade na via Rho-quinase, isquemia pélvica secundéria a
disfuncéo vascular e hiperatividade autonémica.

Pinggera et al. (2008) colaboradores avaliaram a associagao entre a baixa perfusdo da
bexiga e o desenvolvimento de LUTS em idosos com hipertenséo arterial, mostrando que essa
relacdo chega a 60% em idosos acima de 79 anos. Sabe-se que a isquemia pélvica secundaria
a disfuncdo vascular pode levar ao aumento do estresse oxidativo, hipoxia tecidual e aumento
do tdnus vascular na préstata e bexiga. A expressao da enzima PDES5 foi identificada no corpo
cavernoso, bexiga, prostata e uretra, porém a contribuicdo do tratamento com inibidores de
PDES5 no LUTS ainda néo foi completamente esclarecida. Estudos propéem que a inibicdo das
isoenzimas PDE presentes no baixo trato urinario resulta em consequente elevagdo do NO
intracelular, inibicdo da via de sinalizagdo Rho-quinase, melhora do relaxamento no musculo
liso, reducdo da isquemia pélvica e da hiperatividade autonémica (MORELLI et al., 2010). Em
ratos espontaneamente hipertensos observou-se redugdo do fluxo sanguineo na bexiga,
prostata e pénis, além do aumento no tdbnus muscular da bexiga e reducdo na expressao das
NOS. No entanto, apés o tratamento com inibidores de PDE5 o comprometimento vascular foi
restaurado (YONO et al., 2007).

Estudos apontam a presenca de enzimas sintetizadoras de ACh no urotélio,
comprovando que em situacbes de homeostase existe uma liberagcdo basal deste
neurotransmissor, no entanto, em situacdes patologicas que resultem em alteragbes quimicas
ou em casos de estiramento da musculatura detrusora a liberacdo de ACh pode estar
aumentada, resultando em sensibilizacdo dos receptores muscarinicos e ativacédo de receptores
nicotinicos no urotélio, com consequente liberacdo de ATP e ativacdo de receptores P2X nos
terminais aferentes, mecanismo que pode resultar em hiperatividade aferente, desencadeando
os sintomas de bexiga hiperativa (YOSHIDA et al., 2006; CELLEK et al., 2014). Além disso,
outro mecanismo que pode estar envolvido na hiperatividade detrusora é a ativacdo dos canais
de célcio Cavl.2. Os receptores M3 também interagem com a proteina Gq para provocar a
liberacdo de Ca’®* das reservas internas, através da ativacéo do receptor de IP3 (ABRAMS et
al., 2006), e o agonista muscarinico também induz contra¢des parcialmente dependentes da
entrada de Ca* através dos canais Cavl.2 (FRAZIER et al., 2008). Altos niveis de K*
extracelular despolarizam a membrana celular e ativam canais Cavl.2, resultando num

aumento do influxo de Ca®*, o que por sua vez ativa proteinas contrateis (ANDERSSON e
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ARNER, 2004). Trabalhos tém relatado a importancia dos canais de Cavl.2 no
desenvolvimento da hiperatividade do detrusor em modelos experimentais de doencas
cardiovasculares (RAMOS-FILHO et al., 2011; LEIRIA et al., 2012).

Os dados obtidos em nossa avaliagao in vitro dos mecanismos contrateis da musculatura
detrusora apontam aumento da sensibilidade contrati mediada pelo agonista muscarinico
carbacol e pelo agonista purinérgico ATP, consequentemente também foi observado aumento
na contratilidade mediada por estimulo elétrico, que esta relacionada com a liberacdo de ACh e
ATP de fontes neuronais. A resposta contratil dependente dos canais de calcio ativados por
voltagem foi avaliada através do agente hiperpolarizante KClI e também mostrou-se
significativamente aumentada. Porém, apds o tratamento com tadalafil as respostas contrateis
dependentes e independentes de receptores mostraram-se restauradas. Dados semelhantes
foram observados no estudo de Werkestrom et al. (2009), onde o tratamento com Vardenafil foi
capaz de atenuar as contracdes mediadas por carbacol e EFS na musculatura detrusora de
ratos com obstrucdo parcial de bexiga, além de aumentar os niveis de GMPc no tecido
avaliado.

No estudo de Minagawa et al. (2012), o tratamento com tadalafil foi capaz de reduzir a
atividade aferente de ambas as fibras Ad e C produzidas pela distensao da bexiga, além de
apresentar efeito inibitério nas contracdes produzidas por acroleina, sugerindo que os inibidores
de PDE5 reduzem o LUTS atuando também em mecanismos neurais. Além dos mecanismos
citados anteriormente, os efeitos vasculares do tadalafil também parecem contribuir na melhora
dos sintomas do LUTS. No estudo conduzido por Nomiya et al. (2013), o tratamento com
tadalafil melhorou os parametros funcionais e morfolégicos da bexiga e preveniu a formacao
neo-intima e a oclusdo luminal, eventualmente diminuindo os sinais de bexiga hiperativa em
ratos submetidos ao modelo experimental de isquemia cronica da bexiga.

Em concordancia com os achados in vitro, nossos dados in vivo também demonstraram o
comprometimento da funcdo urinaria avaliada através de parametros cistométricos. Apds a
inducédo da IC os animais apresentaram aumento da contracdo de micgcdo, pressdo limiar e
contracdes involuntarias da musculatura detrusora, além de diminuicdo da capacidade vesical.
Tais achados suportam nossa teoria de que o modelo de FAC cursa com o desenvolvimento de
bexiga hiperativa, pois como os animais apresentam uma menor capacidade de armazenar
urina, ficam consequentemente expostos a presséo intravesical maior, causa associada a
bexiga hiperativa. No entanto, o tratamento com tadalafil mostrou-se eficaz em reverter as
alteracdes cistométricas, restaurando a presséo basal, presséo limiar, capacidade e frequéncia

de contracdes involuntarias. Em estudo multicéntrico, randomizado e duplo-cego conduzido por
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Gacci et al. (2012), foram avaliadas as altera¢des nos indices urodindmicos de 25 pacientes
apoés a aplicacdo de 20mg de vardenafil, observando-se reducao de 12% na pressdo maxima
do detrusor e aumento de 17% na capacidade da bexiga. Uma melhora semelhante foi
observada por Taie et al. (2010), ap6s uma avaliagdo urodindmica incial todos os pacientes
receberam uma dose Unica de 20mg de tadalafii e apdés 1h observou-se aumento na
capacidade e diminuigéo no limiar de pressao da bexiga.

Sabe-se que o comprometimento da funcao renal também é muito frequente em pacientes
com patologias cardiacas e por esse motivo € comum a utilizagcdo de biomarcadores renais
como, creatinina e uréia, para avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular (TGF) e auxilio no
prognéstico desses pacientes, sendo a TGF um dos principais preditores de mortalidade em
pacientes hospitalizados por IC (BOCCHI et al, 2009). A ativacdo de mecanismos
compensatorios no processo fisiopatologico da IC, resulta no aumento da angiotensina e da
estimulacdo adrenérgica no rim, com consequente vasoconstricdo renal, diminuicdo da TGF e
do fluxo sanguineo renal, além de aumento na reabsor¢do de sodio e agua. Estudos
comprovam que a deterioragdo da fungéo renal, ou mais importante, 0 aumento nos niveis de
creatinina e uréia, com consequente diminuicdo da TGF estdo associados ao aumento da
mortalidade em diferentes situacdes patolégicas (DAMMAN et al., 2014; LESOGOR et al.,
2013). Em nosso estudo, o tratamento com tadalafil demonstrou ter efeitos nefroprotetores ao
reverter a elevacdo dos niveis plasmaticos de uréia nos animais com IC, além disso o
tratamento crénico ndo resultou em alteracdes negativas na funcao renal dos animais do grupo
controle.

Apesar de estudos comprovarem que a PDE5 esta amplamente expressa na parede dos
vasos, glomérulos, células mesangiais e tubulos corticais do rim (SOHOTNIK et al., 2013; AFSAR
et al., 2015), ainda ndo sabemos exatamente como a inibicdo dessa enzima pode contribuir para
a melhora da funcdo renal em casos patolégicos. O estudo de Erol et al. (2015) avaliou 0s
efeitos do tadalafil em ratos submetidos ao modelo experimental de leséo renal por isquemia e
observaram que a administracdo de tadalafil 30 minutos antes da les&o foi capaz de reduzir os
niveis de malondialdeido, aumentar a capacidade antioxidante total e diminuir as alteraces
histopatologicas e apoptose no grupo tratado. Em outro modelo de lesdo renal por isquemia,
tadalafil preservou a TGF, diminuiu a leséo histoldgica, a necrose e os sinais de congestdo
renal (SOHOTNIK et al., 2013). Em concordancia com esses achados, tadalafil também reduziu a
inflamacéao, estresse oxidativo e atrofia tubular nos rins (GUZELOGLU et al., 2011; FADDEGON
et al., 2012).
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Outro fator importante e que parece interferir no agravamento da funcdo cardiaca e no
desenvolvimento do LUTS em pacientes com IC € o desequilibrio no sistema celular redox, com
consequente acumulo de ERQO’s no tecido e diminuicdo da atividade antioxidante. As alteragbes
de isquemia/reperfusdo durante o ciclo miccional e a isquemia cronica imposta sobre o tecido
vesical pela IC e outros fatores de risco associados, podem resultar na geracdo de EROs,
estresse oxidativo e contribuir para o desenvolvimento de LUTS (SHIN et al.,, 2015). Desta
forma, o estresse oxidativo aumentado e sustentado nas doengas crénicos degenerativas esta
relacionado a alteracdes da biodisponibilidade de NO, ao aumento da liberacdo de mediadores
contrateis, da fibrose e remodelamento tecidual (HAMILTON et al., 2016). Nossos achados
laboratoriais confirmam a alteragdo no equilibrio redox dos animais, pois apos a indugédo da
FAC observamos aumento nos niveis plasmaticos de malondialdeido, subproduto da
liperoxidacdo e diminuicdo da capacidade antioxidante total e atividade enzimatica da SOD. No
entanto, apés 4 semanas de tratamento com tadalafil o equilibrio redox dos animais foi
restaurado. Saleh et al. (2015) investigaram o efeito cardioprotetor do tadalafil sobre os danos
cardiacos induzidos em ratos pela administracdo intraperitoneal de cisplatina e observaram que
o tratamento foi capaz de diminuir a pressao arterial e frequéncia cardiaca, além de diminuir os
niveis plasmaticos de malondialdeido e aumentar a atividade antioxidante da catalase, com
consequente diminuicdo dos danos histopatoldgicos ao tecido analisado. Resultados
semelhantes foram encontrados no estudo de Wen et al. (2016), onde tratamento com tadalafil
apresentou efeito cardioprotetor em animais com cardipatia chagasica, diminuindo a hipertrofia
e fibrose cardiaca, além de aumentar em 65% a capacidade antioxidante total e diminuir a
geracao de ERQO’s no miocardio.

Desta forma, o tadalafii comprova seu efeito cardio e nefroprotetor ao restaurar as
alteracdes cardiacas hipertroficas e a fungdo do VE, além de potencializar a atividade
antioxidante e diminuir os niveis plasmaticos de uréia. Na funcéo urinaria o tratamento foi capaz
de diminuir a hiperatividade da musculatura detrusora e reverter as alteragfes cistométricas
relacionadas ao LUTS, mostrando-se uma opcao terapéutica eficaz e com beneficios
significativos nas alteragbes cardiacas e do baixo trato urinario decorrentes do

comprometimento hemodindmico e neuro-humoral gerado pela IC.
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7 SUMARIO E CONCLUSAO

No presente estudo demonstrou-se que o tratamento com Tadalafil:

e Reverteu a hipertrofia e o comprometimento da funcdo do VE nos animais submetidos ao
modelo de FAC;

e Reverteu o aumento das contracfes involuntarias da musculatura detrusora, diminuiu as
pressbes basal e limiar, assim como, aumentou a capacidade vesical apresentada pelos

animais com IC;

e Restabeleceu os mecanismos contrateis da musculatura detrusora ao reduzir a hiperatividade
contréatil mediada por CCh, KCI, EFS e alfa-beta metileno ATP;

e Reduziu 0 dano oxidativo através da diminuicdo dos niveis de malondialdeido e potencializou

a capacidade antioxidante total e a atividade enzimatica da SOD;

e Melhorou a funcio renal dos animais por meio da restauracdo dos niveis plasmaticos de

ureia;

e Portanto, o Tadalafil mostrou-se uma estratégia farmacolégica eficaz para o tratamento da IC

e da bexiga hiperativa em ratos submetidos ao modelo de FAC.
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Braganga Paulista, 25 de Abril de 2013

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Estudo morfofuncional e molecular da fungio erétil e do baixo trato
urinario de ratos com insuficiéncia cardiaca crénica: Avaliagiio da via de sinaliza¢do NO-GCs-
GMPc

AREA DE CONHECIMENTO: Saude e Biolégicas

Autor(es): Prof(a). Dr (a). Prof. Mario Angelo Claudino
Instituigiio: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Protocolo: 001.06.11
Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou na
reunido do dia 25/04/2013 a resolugdes das pendéncias do projeto de pesquisa supracitado,
sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: Aprovado

S

o Alessandra Gambero
Vice - Coordenadora do Comité de Etica no Uso deAnimal em Pesquisa
Universidade Sao Francisco
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