Research, Society and Development, v. 11, n. 5, 54911528458, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i5.28458

O uso cronico de citrato de sildenafila pode causar danos neuronais no hipotalamo

posterior de ratos?
Can chronic use of sildenafil citrate cause neuronal damage in the posterior hypothalamus of rats?
. Puede el uso cronico de citrato de sildenafilo causar dafios neuronales en el hipotalamo posterior

de las ratas?
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Resumo

O Citrato de Sildenafila (CS) ¢ um farmaco amplamente utilizado por homens, para o tratamento, principalmente, contra
disfun¢@o erétil. Muitas vezes o tratamento ndo tem acompanhamento médico tornando-se assim um fator preocupante
para a comunidade médico-cientifica. Este estudo teve como objetivo investigar as possiveis alteragdes do uso crénico
de Citrato de Sildenafila no hipotalamo posterior de ratos. Foram utilizados 10 cérebros de ratos (Rattus norvegicus)
machos da linhagem Wistar. Os animais foram alojados em caixas contendo trés animais, tratados com ragdo comercial
e agua a vontade e mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro e, divididos em 2 grupos: G1 — grupo controle (sem
medicagdo) e G2 — grupo Sildenafil (10 mg/kg). Os resultados obtidos mostram que houve uma diferenga significativa
do grupo controle (25,43 &+ 11,82) em relagdo ao grupo tratado com CS (20,65 +9,22), ou seja, no grupo CS, a densidade
neuronal foi 18,79% menor que no grupo controle. Estes dados permitem concluir que, o uso indiscriminado de Citrato
de Sildenafila diminui o nimero de corpos celulares de neurdnios na area hipotalamica posterior do cérebro de ratos
machos. Esta perda neuronal pode ocasionar alteragdes clinicas graves nos sistemas em que o hipotalamo esta envolvido.
Palavras-chave: Hipotalamo posterior; Citrato de sildenafila; Neurdnio; Densidade neuronal.

Abstract

Sildenafil Citrate (SC) is a drug widely used by men, mainly for the treatment of erectile dysfunction. Many times the
treatment has no medical follow-up, thus becoming a worrisome factor for the medical-scientific community. This study
aimed to investigate the possible alterations of the chronic use of Sildenafil Citrate in the posterior hypothalamus of
rats. Ten brains of male Wistar rats (Rattus norvegicus) were used. The animals were housed in boxes containing three
animals, treated with commercial feed and water at will and kept in a 12 hour light-dark cycle, and divided into 2 groups:
G1 - control group (no medication) and G2 - Sildenafil group (10 mg/kg). The results obtained show that there was a
significant difference between the control group (25.43 + 11.82) and the group treated with CS (20.65 £ 9.22), that is,
in the CS group, neuronal density was 18.79% lower than in the control group. These data allow us to conclude that
indiscriminate use of Sildenafil Citrate decreases the number of neuron cell bodies in the posterior hypothalamic area
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of the male rat brain. This neuronal loss may cause severe clinical changes in the systems in which the hypothalamus is
involved.
Keywords: Posterior hypothalamus; Sildenafil citrate; Neuron; Neuronal density.

Resumen

El Citrato de Sildenafil (SC) es un farmaco ampliamente utilizado por los hombres para el tratamiento, principalmente,
contra la disfuncion eréctil. Muchas veces el tratamiento no tiene seguimiento médico, convirtiéndose en un factor
preocupante para la comunidad médico-cientifica. Este estudio tuvo como objetivo investigar las posibles alteraciones
del uso crénico de Citrato de Sildenafil en el hipotalamo posterior de las ratas. Se utilizaron diez cerebros de ratas Wistar
macho (Rattus norvegicus). Los animales fueron alojados en cajas que contenian tres animales, tratados con alimento
comercial y agua a voluntad y mantenidos en un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas y divididos en 2 grupos: G1 -
grupo de control (sin medicacion) y G2 - grupo de Sildenafil (10 mg/kg). Los resultados obtenidos muestran que hubo
una diferencia significativa entre el grupo de control (25,43 = 11,82) y el grupo tratado con CS (20,65 + 9,22), es decir,
en el grupo de CS, la densidad neuronal fue un 18,79% menor que en el grupo de control. Estos datos nos permiten
concluir que, el uso indiscriminado de Citrato de Sildenafil disminuye el nimero de cuerpos celulares neuronales en el
area hipotalamica posterior del cerebro de la rata macho. Esta pérdida neuronal puede provocar graves alteraciones
clinicas en los sistemas en los que interviene el hipotalamo.

Palabras clave: Hipotalamo posterior; Citrato de sildenafil; Neurona; Densidad neuronal.

1. Introducéo

A empresa americana Pfizer®, com o intuito de encontrar um novo medicamento para tratar angina pectoris e também,
hipertensdo arterial pulmonar, criou em 1994 o Viagra®. Durante os testes do fA&rmaco, os pesquisadores descobriram que um
de seus efeitos colaterais era 0 aumento da irrigacdo sanguinea no pénis devido a potencializa¢do do 6xido nitrico. Sendo assim,
realizaram testes clinicos que envolveram 3.700 pacientes escolhidos aleatoriamente em todo o mundo, com idades variando
entre 19 e 87 anos, que sofriam de disfun¢des eréteis. Em 1996, o farmaco foi patenteado e 0s pesquisadores conseguiram
sintetizar o composto numa pilula que dois anos depois, foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration). (Lucke, et al.,
2011).

Nos dltimos anos, com o surgimento de novos farmacos, além dos genéricos e similares do CS, houve contribuigdo para
a “populariza¢do” desses medicamentos, mas o uso indiscriminado, principalmente pela populagdo jovem, é um fator
preocupante. Buscando contornar a ansiedade e o medo de falhar no ato sexual, 0s jovens recorrem, sem a devida prescri¢éo
médica, as chamadas pilulas azuis. (Lucke, et al., 2011).

O Citrato de Sildenafila promove a dilatagdo dos vasos e como efeito secundario tende a facilitar a erecéo por até seis
horas apds a ingestdo da pilula. Como é um composto vasodilatador, pode influenciar no suprimento sanguineo do coragao e
alterar a homeostase corporal, devido ao descontrole quimico gerado (Zattar et al., 2013; Malta et al., 2018). Estudos mostram
que é eficaz contra a hipertensdo arterial (HA), uma doenca que acomete um nimero consideravel de pessoas no Brasil e no
mundo, cuja a prevaléncia no Brasil € de 24,7% quando ndo ha distingdo por sexo, se olharmos apenas para o sexo feminino,
esse nimero aumenta. (dos Santos Dias et al., 2021).

O uso indiscriminado da sildenafila e/ou a combinagdo com outros medicamentos causa altera¢des significativas no
organismo. Sendo assim, o hipotalamo busca alertar ao sistema nervoso o que é necessario controlar, reduzindo ou aumentando
tal substancia ou atividade no organismo, desempenhando papel importante no controle do sistema nervoso autbnomo e da
temperatura corporal, regulacdo do apetite, balango osmético, ciclo vigilia-sono, sistema limbico bem como no funcionamento
metabolico de cada individuo (Rosa, 2018).

Diante disso, este estudo tem como objetivo investigar as possiveis alteragdes morfolégicas (quantitativas de células

nervosas - neurdnios) na area hipotalamica posterior de ratos tratados com o medicamento Citrato de Sildenafila.
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2. Metodologia

Para este estudo foram utilizados 10 ratos da linhagem Wistar, com 60 dias de idade, provenientes do Biotério da
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL-MG. Os animais foram tratados com ragéo comercial e dgua “ad libitum” ¢ mantidos
em ciclo de 12 horas claro/escuro. O trabalho esta em conformidade com os principios éticos, tendo sido apreciado e aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CEUA/UNIFAL-MG) sob registro n° 574/2014.

2.1 Grupos experimentais
Os animais foram divididos em dois (2) grupos experimentais (n=5) sendo:
G1 - Grupo Controle: tratado com agua filtrada durante 60 dias.
G2 - Grupo Sildenafil (CS): tratado com Citrato de Sildenafila na dose de 10 mg/kg durante 60 dias.

2.2 Tratamento

Os animais do Grupo Sildenafil (Viagra®) receberam o tratamento com o medicamento 3 (trés) vezes por semana por
meio de gavagem orogéstrica (RINALDI et al., 2013). O Grupo Controle recebeu apenas agua filtrada, também por meio de
gavagem orogastrica, obedecendo aos mesmos horarios e intervalos. Para calcular a dose de CS, foi utilizado o célculo de

extrapolacdo alométrica, levando em consideragdo a taxa metabdlica do animal.

2.3 Coleta, processamento e coloragdo das amostras

Decorridos 60 dias, 0s animais foram eutanasiados por inalacéo de isoflurano e a craniotomia foi realizada com intuito
de remover os encéfalos. Apos a remocao, os 6rgaos foram lavados em solucéo fisioldgica e fixados em paraformaldeido a 4%
em tampdo fosfato por vinte e quatro horas. Apos esse periodo, procedeu-se a sequéncia padronizada nos processamentos
histologicos convencionais: desidratagdo em alcool, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. De cada encéfalo foram
retiradas amostras seriadas e homotipicas em cortes frontais (Ribeiro et al., 2014; von Bartheld, Bahney, Herculano-Houzel,
2016 e Castro et al., 2021) com espessura de 7um em micrétomo Yidi YD-315. Para avaliar as areas estabelecidas para o estudo
(Franklin e Paxinos, 2008), o material foi corado com violeta cresil (K&dar et al., 2010; Dami&o et al., 2012; von Bartheld et al.,
2016; Garcia-Cabezas et al., 2016).

2.4 Anélise quantitativa das células

Para a andlise quantitativa de neurdnios, empregamos a metodologia de contagem aleatéria simples (Mandarim-de-
Lacerda, 2003; Boyce et al., 2010; Mihlfeld et al., 2010). O hipotalamo posterior teve trés areas quantificadas por hemisfério
cerebral, totalizando 6 areas por corte. Para evitar a contagem da mesma célula, foram analisados de 3 a 6 cortes semi-seriados
por animal, ou seja, foram analisados, em média, 18 campos histoldgicos da estrutura estudada para cada animal. Todas as
analises foram feitas em um computador com o Sistema Analisador de Imagens Axiovision4 Module Interactive Measurement

acoplado ao microscdpio AxioScope Al da Carl Zeiss® (Castro et al., 2021).

2.5 Anélise Estatistica
Para a analise estatistica utilizamos o software GraphPadPrism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). O estudo
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo realizada por meio de Analise de Variancia (One-Way

ANOVA), seguida do teste de comparacGes de médias de Tukey, adotado o nivel de significancia de 5% para as analises.
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3. Resultados e Discussao

Conforme demonstra a tabela e o grafico abaixo, podemos observar que houve uma diferenca significativa do grupo
controle (25,43+11,82) em relacdo ao grupo tratado cronicamente com 10 mg/Kg de Citrato de Sildenafila (20,65 £9,22). Ou
seja, em relagdo ao grupo controle, o grupo tratado com CS teve a densidade de células nervosas reduzida em 18% por area

hipotaldmica analisada (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Dados dos grupos experimentais, média + desvio padrdo, reducdo neuronal em porcentagem, valor de p e nivel de

significancia. Sendo: ***Valores: Grupo controle x Grupo tratado com Citrato de Sildenafil (CS 10 mg/Kg).

Grupos Média £ Reducéo neuronal (%) Valor de p e nivel de
Desvio Padrédo significancia
I T T T 1
Controle 25,43 +£11,82 0%
CS 10 mg/Kg 20,65+ 9,22 18,79% <0,0001***

Fonte: Autores.

Figura 1. Média do numero de corpos celulares de neurdnios (nimero de células nervosas/ area), do hipotalamo, em animais

expostos ao Citrato de Sildenafila. Grupos experimentais: Grupo controle e Grupo CS 10mg/Kg. Sendo *** p<0,0001.
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4. Discussao

As doencas relacionadas com a presséo arterial sdo de fundamental importancia clinica por trazer graves consequéncias
para o individuo, inclusive podendo levar a 6bito. O tratamento da hipertensdo consiste na utilizacdo de medicamentos anti-
hipertensivos, que se associados a outros farmacos, podem acarretar graves problemas. Estudos mostram que a administracao de
Citrato de Sildenafil em ratos hipertensos reduz a pressao arterial e melhora o controle barorreflexo, além de reduzir os niveis
de malondialdeido, indicador de estresse oxidativo (Cavalcanti, 2016). Mas o uso do CS combinado com medicamentos que

apresentem nitratos em sua composic¢do (normalmente prescritos para doengas do coracdo), dado que ambos podem causar a
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dilatagcdo de vasos sanguineos, podem acarretar problemas graves como: queda severa de pressdo, além de acidente vascular
cerebral (AVC) e até a morte. Estas alteragdes podem estar envolvidas com o hipotalamo, area analisada neste estudo; ja que
quando os niveis de pressdo arterial estdo baixos, barorreceptores presentes nas artérias enviam sinais para areas hipotalamicas
posteriores, e estes enviam a informacg&o para que ocorra 0 aumento da pressao arterial e seja estabelecida a homeostase corporea
(Malacarne, et al., 2021).

Assim, como ndo ha nenhum estudo sobre a relacdo do Citrato de Sildenafila com o hipotdlamo e como existe um
grande uso desse farmaco, faz-se necessario estudos que mostrem se este principio ativo pode ou ndo causar danos ao hipotalamo,
que é uma estrutura fundamental para o organismo.

O Citrato de Sildenafila atua em conjunto com o 6xido nitrico (NO), um radical livre gasoso sintetizado por células
através da arginina. O NO, ao atravessar o endotélio em direcdo a musculatura lisa, cria um estimulo responsavel pela ativagéo
da enzima guanilato ciclase soltvel que promove a sintese de GMPc (monofosfato ciclico de guanosina) intracelular, mensageiro
celular mediador de hormdnios e neurotransmissores (Kukreja et al., 2005; Wright, 2006), que causara a diminuicdo dos niveis
de célcio intracelular ocasionando a dilatagdo das artérias do pénis, relaxamento do mdsculo liso do corpo cavernoso e
consequentemente a erecdo (Costa, 2011). No entanto, para que haja contracdo do muasculo liso e a ere¢do seja interrompida,
uma enzima apresenta efeito inibitorio na atuacdo do GMPc, a fosfodiesterase (PDESs), responsavel pela hidrdlise de monofosfato
de guanosina ciclico (GMPc) e monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) promovendo vasoconstricdo (Selbach, 2008). A
administracdo de Citrato de Sildenafila inibe especificamente a quebra de GMPc por PDE5, aumentando assim os efeitos da via
NO/GMPc.

Estudos mostram que o tratamento com CS provoca aumento da neurotransmissédo dopaminérgica e serotoninérgica no
hipotadlamo (Kryastas et al., 2013). Um dos efeitos desse aumento pode estar relacionado com as mudancas causadas pelo CS na
via NO/GMPc, pois o NO age inibindo a recaptacdo de dopamina (DA), e aumentando sua liberacdo (Kiss & Vizi, 2001;
Rocchitta et al., 2005). Em relag&o a serotonina, pesquisas mostram que niveis elevados de NO aumentam sua liberagéo de forma
direta e indireta, por uma via dependente de GMPc (Kaehler et al., 1999). Além disso, a administracdo crénica do CS pode ser
associada a um feedback negativo sobre a NO sintase, com subsequente reducdo da produgdo de NO.

O ciclo circadiano é responsavel pelo controle do sono nos seres vivos e é dividido em duas fases: fase clara e fase
escura. A fase clara é correspondente ao periodo em que as reagdes bioldgicas e a secre¢do de alguns horménios estdo voltadas
para a realizagdo de atividades, e na fase escura estdo voltadas para a manutencdo do repouso. Esse ciclo é posteriorcomandado
por uma area hipotalamica, isso se da por meio de conexdes com a retina, que passam a informag&o sobre presenca ou auséncia
de luz, ativando uma cascata de transducdo de sinal, resultando na mudanca de fase (claro-escuro) do ciclo circadiano (Martinez,
et al., 2008). A via da proteina quinase (PKG), dependente de GMPc, est4 envolvida nas mudangas de fase do ritmo circadiano.
Um estudo em hamsters mostrou que os niveis de GMPc no SNC apresentam varia¢des circadianas, tendo seu valor maximo
durante o dia. Além disso, foi observado que o0 GMPc tem um papel mediador nos avangos de fase do ciclo circadiano. A
administracdo de CS, por aumentar os niveis de GMPc, pode aumentar as respostas a luz e diminuir a quantidade de tempo
necessario para a reativacdo da enzima ap6s as mudancas de fase do ciclo (Agostino, et al., 2007). Porém, ndo foi possivel
encontrar na literatura se este mecanismo também ocorre no uso cronico de Sildenafil ou se a resposta pode ser inversamente

proporcional ao encontrado pelo trabalho citado.

5. Concluséo
Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que, o uso indiscriminado e cronico de Citrato de Sildenafila, leva a
uma diminuicdo na densidade de células nervosas no hipotdlamo posterior de ratos machos e, como consequéncia, podendo,

porventura, ocasionar diversas alterages nos sistemas em que o hipotalamo esta envolvido, como: controle da pressao arterial,
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controle da temperatura corporal, regulagdo do apetite, do balango osmético, do ciclo vigilia-sono e no sistema limbico.

Pelo fato do Citrato de Sildenafila ser um farmaco frequentemente utilizado por homens em diferentes faixas etarias,
sugere-se que outras areas corticais sejam analisadas, por meio de um estudo morfologico. Além disso, sugere-se que sejam
feitos estudos a fim de avaliar especificamente quais os efeitos colaterais associados ao uso crénico da substéncia, com a
realizacdo de testes comportamentais e avaliagdes metabolicas.
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