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RESUMO

INTRODUCAO: Os inibidores da fosfodiesterase 5 (iPDE5) sdo o tratamento de
primeira linha para a disfuncéo erétil; no entanto, varios artigos e relatos de casos tém
mostrado efeitos no sistema nervoso central que podem causar convulsdes em
pacientes suscetiveis. Este estudo tem como objetivo descrever as alteracbes
causadas pelo uso de Sildenafil e Tadalafil por meio da andlise das anormalidades
expressas no eletrocorticograma (ECoG) de ratos e avaliar a resposta do limiar
convulsivo, bem como a eficacia do tratamento com anticonvulsivantes. MATERIAIS
E METODOS: O estudo utilizou 108 ratos (Wistar). Antes da cirurgia para colocacg&o
de eletrodos na dura-mater, os animais foram separados aleatoriamente em 3
experimentos para analise do ECoG. Experimento 1: Resposta do ECoG ao uso de
IPDES (Sildenafil 20 mg/kg e Tadalafil 2,6 mg/kg p.o.). Experimento 2: Resposta do
ECoG ao uso de iPDE5 em associagdo com Pentilenetetrazol (PTZ - 30 mg/kg i.p.),
um modelo convulsivo. Experimento 3: Resposta do ECoG ao tratamento
anticonvulsivante (Fenitoina, Fenobarbital e Diazepam) de convulsdes induzidas pela
associacdo IPDE5 + PTZ. Todas as gravacdes foram feitas trinta minutos apés a
administracdo da medicacdo e analisadas por dez minutos, apenas uma vez.
Considerou-se um nivel de significancia estatistica de *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
RESULTADOS: Apés a administracdo de Sildenafil e Tadalafil, observou-se um
aumento na intensidade das gravacdes nas faixas de frequéncia das oscilacbes em
Alfa (p=0,0920) e Beta (p=0,602) em comparac¢ao com o grupo de controle (p<0,001).
Apoés o uso de Sildenafil e Tadalafil associados ao PTZ, foram observadas maiores
poténcias nas gravacdes durante as convulsdes (p<0.001), no entanto, o grupo do
Sildenafil mostrou maior poténcia em comparacdo com o Tadalafil (p<0,05).
Fenobarbital e Diazepam mostraram uma melhor resposta no controle das descargas
desencadeadas pela associa¢do de drogas pré-convulsivantes. CONCLUSOES: Os
iPDES5 alteraram as gravagfes do ECoG no cortex motor dos ratos, demonstrando
assincronia cerebral e potencializando a agcéo do PTZ. Esses achados demonstram

gue os iPDE5 podem diminuir o limiar de convulsdes.

Palavras-chave: Citrato de Sildenafil; Tadalafil; Convulsdes; Cérebro; Convulsivantes



ABSTRACT

BACKGROUND: Phosphodiesterase 5 inhibitors (PDESI) are the first line treatment
for erectile dysfunction; however, several articles and case reports have shown central
nervous system effects, that can cause seizures in susceptible patients. This study
aims to describe the changes caused by the use of Sildenafil and Tadalafil through the
analysis of abnormalities expressed in the electrocorticogram (ECoG) of rats and
evaluate the seizure threshold response and treatment of seizures with
anticonvulsants. MATERIALS AND METHODS: The study used 108 rats (Wistar).
Before surgery for electrode placement in dura mater, the animals were randomly
separated into 3 experiments for electrocorticogram analysis. Experiment 1. ECoG
response to using PD5i (Sildenafil 20mg/kg and Tadalafil 2.6mg/kg p.o.). Experiment
2: ECoG response to the use of PD5i in association with Pentylenetetrazole (PTZ - 30
mg/kg i.p.), a convulsive model. Experiment 3: ECoG response to anticonvulsant
treatment (Phenytoin, Phenobarbital and Diazepam) of seizures induced by
association IPDE5 + PTZ. All recordings were made thirty minutes after administration
of the medication and analyzed for ten minutes, only once. We considered statistical
significance level of *p<0.05, **p<0.01 and **p<0.001. RESULTS: After administration
of Sildenafil and Tadalafil, there were increases in the power of recordings in the
frequency bands in oscillations in alpha (p=0.0920) and Beta (p=0.602) when
compared to the control group (p<0.001). After the use of Sildenafil and Tadalafil
associated with PTZ, greater potency was observed in the recordings during seizures
(p<0.001), however, the Sildenafil group showed greater potency when compared to
Tadalafil (p<0.05). Phenobarbital and Diazepam showed a better response in
controlling discharges triggered by the association between proconvulsant drugs.

CONCLUSIONS: PDES5I altered the ECoG recordings in the rats’ motor cortexes,
demonstrating cerebral asynchrony and potentiating the action of PTZ. These findings

demonstrate that PDE5I can lower the seizure threshold.

Keywords: Sildenafil Citrate; Tadalafil; Seizures; Brain; Convulsants.
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1. INTRODUCAO

Os inibidores seletivos da fosfodiesterase (PDE) 5 sédo farmacos largamente
utiizados para o manejo de patologias como hiperplasia prostatica benigna,
hipertensdo pulmonar e disfungéo erétil. Destes, destaca-se o tratamento da disfuncao
erétil, sendo o Sildenafil o primeiro composto introduzido clinicamente (em 1998),
seguido por Vardenafil e Tadalafil (em 2003); e Avanafil em 2013 (ANDERSSON,
2018).

Na fisiologia da erecéo peniana, durante a excitacdo sexual, a erecdo ocorre a
partir da sintese e acumulo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), no musculo
liso vascular do pénis (CALABRO; REITANO; BRAMANTI, 2013). As PDE controlam
o nivel intracelular de nucleotideos ciclicos, havendo 3 isoformas (PDE-5, PDE-6 e
PDE-9) que hidrolisam seletivamente o GMPc (NIEOCZYM et al., 2013).

No que tange a farmacodinamica do Sildenafil em relacdo ao seu principal uso
terapéutico, a literatura se mostra consolidada sobre os efeitos vasculares. Ao utilizar
o Sildenafil para disfuncdo erétil, este farmaco provoca o acréscimo de GMPc,
diminuindo a atividade catalitica da enzima PDE-5 no musculo liso vascular do pénis.
Isto potencializa os efeitos enddgenos do 6xido nitrico (NO), sintetizado pelo 6xido
nitrico sintetase (NOS), que ativa a guanilato ciclase (GC) e induz a producdo de
GMPc. Este mecanismo provoca relaxamento da musculatura lisa do pénis e dilatacéo
arterial, promovendo a erecéo por meio da distens&o do corpo cavernoso (CALABRO;
REITANO; BRAMANTI, 2013; DE CARVALHO et al., 2019; RAHIMIAN et al., 2020).
Estudos in vitro mostram que a inibicdo da PDE-5 pelo Sildenafil é 10 vezes maior que
da PDE-6, 100 vezes maior que da PDE-1 e 1000 vezes maior que da PDE-2, PDE-3
e PDE-4 (MARMOR; KESSLER, 1999).

As diretrizes atuais para o tratamento da disfuncdo erétil recomendam os
inibidores da PDE-5 como terapia de primeira linha para a maioria dos homens com
esta condicdo e que ndo apresentam contraindicacfes especificas para seu uso
(HATZIMOURATIDIS et al., 2016). Eles afirmam que os inibidores da PDE-5 séao
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terapias eficazes, seguras e bem toleradas, e que ndo ha diferencas significativas
entre as drogas aprovadas para esta disfuncao (HATZIMOURATIDIS et al., 2016).

Estudos hemodindmicos constataram um efeito estavel do Sildenafil de
atenuacao da pressédo arterial sistémica sem grandes prejuizos as vascularizacdes
responsaveis pela permeabilidade tecidual periférica (JACKSON et al., 1999). Tal
propriedade seria aproveitada posteriormente em ensaios para o tratamento de
hipertenséao pulmonar (BARNETT; MACHADO, 2006). Desta forma, caracterizam-se
os dois principais usos terapéuticos dos inibidores da PDE-5, para disfuncao erétil e

hiperetensao pulmonar.

As isoenzimas PDE-5 foram identificadas em uma ampla variedade de tecidos,
a exemplo das células musculares lisas do corpo cavernoso, assim como no musculo
liso vascular e visceral, musculo esquelético, plaguetas, rim, pulméo, medula espinhal,
cerebelo, pancreas, préstata , uretra e bexiga (FRANCIS; BLOUNT; CORBIN, 2011;
LIN et al., 2006; UCKERT; KUCZYK, 2011).

Apesar de se constituirem em um dos principais cernes de pesquisa por parte
dos laboratérios farmacologicos desde meados da década de 80 e de serem
comumente utilizados na pratica clinica de diversas especialidades, os inibidores
seletivos da PDE-5 nao tiveram suas interagcbes com 0 sistema nervoso central
totalmente mapeadas (PUZZO et al.,, 2008). Tal barreira teérica, de certa forma,
corroborou para que a seletividade da comercializacao e utilizacdo dos inibidores da
PDE-5 se baseasse prioritariamente sobre os efeitos colaterais observaveis de
imediato sobre o individuo, como cefaleia, rubor, congestdo nasal, dispepsia,
distlrbios visuais, e mialgia (CALABRO; REITANO; BRAMANTI, 2013; RAHIMIAN et
al., 2020).

Ao longo dos anos, ap0s o desenvolvimento e comercializagdo dos inibidores
da PDE-5, foi possivel observar efeitos adversos no sistema nervoso central. Dentre
eles, efeitos como tontura, depressao, insdnia, agressividade, sonhos anormais e
ansiedade (CALABRO; REITANO; BRAMANTI, 2013; DE CARVALHO et al., 2019;
HACKETT, 2006).
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Ao se observar os aspectos bioquimicos e fisioldégicos gerais do sistema
nervoso, percebe-se que as atividades excitatorias e inibitérias se encontram
diretamente ligadas a expresséo e ao funcionamento de canais ibnicos. A importancia
destes para a manutencdo do comportamento neuronal eletrostatico (dos potenciais)
e eletrodindmico (das sinapses elétricas e quimicas) sdo cruciais. O manejo errado
das propriedades elétricas da membrana dos neurbnios, em estados de
hiperexcitabilidade e de descontrole das sinapses, pode ocorrer em um grupo de
células interligadas, gerando um foco convulsivo que pode se generalizar (KANDEL,
2012).

Diante disso, € pertinente destacar que as acdes dos inibidores da PDE-5 néo
se restringem a atividade local. Tal medicamento apresenta capacidade de atravessar
a barreira hematoencefalica e resultar em efeitos no sistema nervoso central e
periférico (DE CARVALHO et al., 2019; LOUGHNEY et al., 1998). Estudos indicam a
possibilidade de que fatores pré-inflamatérios estejam implicados na fisiopatologia das
convulsdes (HAJ-MIRZAIAN et al., 2019).

Nesse sentido, destaca-se o 6xido nitrico (NO), que pode intensificar o estresse
oxidativo por meio da superproducdo de espécies reativas de oxigénio (LIN et al.,
2020b; TAVAKOLI et al., 2023), resultando em danos celulares. Dado que os
inibidores da PDE5 sdo capazes de penetrar a barreira hematoencefélica
(LOUGHNEY et al., 1998), sua acao potencializadora do NO, resulta no fendmeno de
acumulo de GMPc, atuando na via NO-GMPc, induzido pelo inibidor da PDE-5, o qual
provoca abertura dos canais de potassio, que por sua vez levam a um estado de
hiperpolarizacdo neuronal, responsavel por um efeito antinociceptivo, podendo
ocasionar também ansiedade, cefaleia vasodilatadora, tontura e efeitos
cerebrovasculares (CALABRO; REITANO; BRAMANTI, 2013; HACKETT, 2006) e em

ultima instancia, eventos convulsivos.

No sistema nervoso central, o Sildenafil induz o aumento transitério dos niveis
de glutamato no tronco encefélico, o que sugere aumento transitorio da excitabilidade
dos neurdnios locais (YOUNIS et al., 2018). Varios artigos e relatos de casos
mostraram alguma relacdo entre o aumento da excitabilidade neuronal e propriedades

pro-convulsivas associadas ao uso de inibidores da PDE-5 (DEMCHENKO et al.,
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2009; GHOLIPOUR et al., 2009; KHOSHNEVISZADEH et al., 2016; KOUSSA et al.,
2006; MONTASER-KOUHSARI et al., 2011; NIEOCZYM et al.,, 2010, 2012;
NIEOCZYM; SOCALA; WLAZ, 2009, 2018; RIAZI et al., 2006; STRIANO et al., 2006).
Contudo, esses eventos sao considerados raros se tratando desta classe de
medicamentos, podendo acometer pessoas sem historicos prévios de convulsdo ou
epilepsia (CALABRO; REITANO; BRAMANTI, 2013; GILAD et al., 2002; RAHIMIAN et
al., 2020).

Em estudos experimentais, De Carvalho et al. (2019) observaram que o limiar
convulsivo € reduzido pelo uso do Sildenafil, para o0 modelo de convulsdo da
Pilocarpina, envolvendo vias colinérgicas no sistema nervoso central. Além disso,
Okuyucu et al.(2009) relatam que os inibidores da PDE-5 podem produzir
anormalidades na eletrocorticografia (ECoG).

Em vista do exposto, os inibidores da PDE-5 ainda guardam uma gama de
efeitos adversos, em especial apés administracao excessiva de seus compostos. Para
tanto, o Conselho Federal de Farmécia, através de nota oficial expedida em 2013,
relata a utilizagdo inapropriada e excessiva dos inibidores da PDE-5, destacando-se
o uso de Sildenafil por homens que ndo apresentam qualquer tipo de dificuldade em
ter ou manter uma erecédo peniana (FREITAS; HOEFLER; PALHANO, 2013). Apesar
disto, projeta-se que mais de 40% da populacdo masculina acima dos 40 anos
apresente algum tipo de disfuncéo sexual (JULIA-ROMERO, 2021).

No Brasil, a utilizacdo dos inibidores da PDE-5 sem prescricdo médica
quadruplicou durante a primeira década do século 21, tornando-se uma epidemia
entre os individuos com idade de 18 a 30 anos (FREITAS; HOEFLER; PALHANO,
2013). O Ministério da Saude em relatério expedido sobre o Programa de Orientacéo
e Atendimento a Dependentes (PROAD) em 2008, considerava a existéncia de
utilizac&o indiscriminada e excessiva dos inibidores da PDE-5, associado a evidéncias
de uso concomitante com o cigarro, drogas ilicitas (maconha e cocaina) e alcool
(FREITAS; HOEFLER; PALHANO, 2013). Desta forma, o uso indiscriminado contribui
para o aumento na frequéncia dos efeitos adversos (COSTA COUTO, 2011).
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Em vista do exposto, percebe-se o grave problema de saude publica ao
associar o uso indiscriminado de inibidores da PDE-5, com a caréncia de informacdes
acerca de seus efeitos adversos, em especial no que tange sua possivel interacéo
e/ou sinergia a nivel neuronal. Nesta perspectiva, considera-se justificavel maiores
estudos sobre os efeitos a nivel central do uso dos inibidores da PDE-5, utilizando

registros objetivos de sua influéncia, como ECoG, por exemplo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever as alteracdes causadas pelo uso do Sildenafil e Tadalafil através da

analise de anormalidades expressas no eletrocorticograma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar e analisar as possiveis altera¢des eletrocorticograficas nas ondas
cerebrais de baixa frequéncia a partir da acado do Sildenafil e Tadalafil sobre o

sistema nervoso central.

e Comparar as oscilacbes cerebrais de baixa frequéncia na presenca e na
auséncia do uso do Sildenafil e Tadalafil, ressaltando a relevancia das diferencas

encontradas.

e Avaliar a possivel alteracdo no limiar epiléptico ap6s o teste com
Pentilenotetrazol.

e Avaliar a refratariedade das crises convulsivas aos anticonvulsivantes
Diazepam, Fenitoina e Fenobarbital, apés a administracdo do Sildenafil mais
Pentilenotetrazol e Tadalafil mais Pentilenotetrazol.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

Projeto executado no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Para em Belém do Parda, no periodo de abril de
2021 a setembro de 2022

3.2ANIMAIS

Foram utilizados 108 ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, com idade entre
100 e 120 dias e peso entre 200 e 220g. Os animais foram mantidos em gaiolas
especificas para a espécime, com 3 ratos por gaiola, com dimensdes de 60 x 40 x 20
cm. O ambiente foi enriquecido com cama de maravalha, temperatura mantida em 22
+ 2 °C, periodo claro-escuro de 12 horas, com agua e racao a vontade (racdo

comercial da marca Purina® com 20% de proteina).

A escolha deste animal ocorreu pela experiéncia com registo ECoG de
roedores por parte do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais
(HAMOY et al., 2018). Além disto, a fisiologia e a vascularizagdo cerebral destes
roedores sdo semelhantes aos dos humanos, sendo usados, por exemplo, como
modelo de estudo para acidente vascular cerebral isquémico (YAMORI et al., 1976).
Por fim, as obtencdes dos 108 espécimes do animal foram necesséarias para
comprovar os efeitos e permitir a reprodutibilidade desse experimento por outros
cientistas.

Todos os procedimentos seguiram a legislacdo brasileira vigente relacionada a

ética na experimentacdo animal, e este projeto foi previamente aprovado pelo
CEUA/UFPA (o numero de aprovacao do projeto é 5735240419).
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3.3CIRURGIA PARA COLOCACAO DE ELETRODOS

Para implantacdo dos eletrodos, os animais foram anestesiados com
associacéao de Cloridrato de Xilazina (5mg/kg) e Cloridrato de Cetamina (50mg/kg) por
meio de injecdo intraperitoneal, com infiltracdo prévia de Lidocaina (2%) no local da
incisdo cirargica. Os eletrodos foram implantados na coordenada estereotaxica
Bregma -0,96 mm (PAXINOS; WATSON, 2005) e £ 1 mm lateralmente a regido da
dura-méater logo acima do cortex motor (HAMOY et al., 2018; RODRIGUES DE
OLIVEIRA et al., 2020; SILVA DE MELO et al., 2020; SOUZA-MONTEIRO et al., 2015)
(Figura 1). Durante os primeiros dois dias ap0s a cirurgia do implante, os animais
receberam Cetoprofeno 1mg/kg i.p. € no quinto dia pos-operatorio foi realizado o

experimento.

Figura 1 - Cirurgia para colocagéo de eletrodos.

Nota: (A) Pontos de perfuracdo cirdrgica craniana. (B) Eletrodos implantados na coordenada
estereotéxica de Bregma -0,96mm e +1mm lateral a regido da dura-mater. (C) fixagdo com acrilico

autopolimerizavel para uso odontol6gico. Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Na anestesia e no poés-operatério, os animais foram acompanhados com
monitoracdo de frequéncia cardiaca e temperatura, com analises feitas a cada 06
horas, durante 3 minutos. Por fim, foi garantido o manuseio dos animais em condicdes

assépticas durante todos os experimentos.
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3.4 DESIGN EXPERIMENTAL

Os animais foram separados aleatoriamente em grupos para cada experimento.
Os roedores permaneceram em gaiolas individualizadas desde a implantagdo dos
eletrodos até as gravagfes de ECoG, com os registros sendo realizados das 08h as
10h (manhd). Todas as gravacbes foram realizadas trinta minutos apés a
administracdo dos medicamentos e analisadas por um periodo de dez minutos,

apenas uma vez.

Foram realizados trés experimentos. Para cada um, foram adotadas as
seguintes dosagens: os grupos controle receberam oralmente solucéo salina a 0,9%;
0s grupos tratados com Sildenafil receberam 20 mg/kg por via oral (KORKMAZ et al.,
2016); os grupos tratados com Tadalafil receberam 2,6 mg/kg por via oral (SARHAN;
OMAR, 2018); os grupos tratados com Pentilenotetrazol (PTZ) receberam 30 mg/kg
por via intraperitoneal (MUTO et al., 2022).

3.4.1 Experimento -1

Os animais foram separados em 3 grupos: a) o grupo controle (n=9); b) o grupo

tratado com doses de Sildenafil (n=9); e ¢) o grupo tratado com Tadalafil (n=9) (Figura

2).

Figura 2. Desenho do experimento - 1.

Ratos Wistar
(Rattus norvegicus)

(n=27)
GRUPQ GRUPOQO GRUPO
A. B. c.
Solugdo Sildenafil 20 Tadalafil 2.6
salina 0.9% ma/kg p.o. mg/'kg p.o.
(n=9) (n=9) (n=9)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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3.4.2 Experimento -2

Composto por quatro grupos em analise: a) Grupo de Controle (n=9); b) Grupo
PTZ (n=9); c) Grupo Tadalafil e PTZ (n=9); e d) Grupo Sildenafil e PTZ (n=9) (FIGURA
3). Os grupos foram tratados com Tadalafil e Sildenafil trinta minutos antes da
aplicacao de PTZ para avaliar a atividade convulsiva por meio do ECoG nos ratos. As
poténcias desses EcoG foram avaliadas e comparadas com 0s grupos controle

através da diferenca de potencial captada pelo eletrodo.

Figura 3. Desenho do experimento - 2.

Ratos Wistar
(Rattus norvegicus)

(n=36)
GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
A. B. C. D.
Solugao Pentilenotetrazol Tadalafil e PTZ Sildenafil e PTZ
salina 0.9% (PTZ) (n=9) (n=9)
(n=9) (n=9)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

3.3.3 Experimento -3

Os grupos que receberam Tadalafil e Sildenafil associado ao PTZ (30 mg/kg
i.p.) foram tratados com o0s seguintes anticonvulsivantes: Fenitoina (10mg/kg i.p.),
Fenobarbital (10mg/kg i.p.) e Diazepam (10mg/kg i.p.). Portanto, os grupos formados
foram comparados entre si e com 0s grupos controle que receberam oralmente uma

solugéo salina de 0,9%.

No experimento 3, nove grupos foram analisados: a) grupo controle (n=9); b)
grupo Tadalafil e PTZ (n=9); c¢) grupo Tadalafil, PTZ e Fenitoina (n=9); d) grupo
Tadalafil, PTZ e Fenobarbital (n=9); e) grupo Tadalafil, PTZ e Diazepam (n=9); f) grupo
Sildenafil e PTZ (n=9); g) grupo Sildenafil, PTZ e Fenitoina (n=9); h) grupo Sildenafil,
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PTZ e Fenobarbital (n=9); i) grupo Sildenafil, PTZ e Diazepam (n=9) (Figura 4 e 5).
Cada registro durou 10 minutos.

Figura 4. Desenho do experimento - 3: adicdo de drogas anticonvulsivantes.

Ratos Wistar
(Rattus norvegicus)
(n=36)
GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
A. B. C. D.

Solugdo Pentilenetetrazol Tadalafil e Sildenafil e
salina 0.9% (PTZ) PTZ PTZ

(n=09) (n=9) (n=9) (n=9)

ADICAO
Fenitoina Fenobarbital Diazepam

(10mg/kg i.p.) | | (10mg/kg i.p.) | | (10mg/kg i.p.)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Figura 5. Desenho do experimento - 3: grupos de estudo. *PTZ — Pentilenotetrazol.

TADALAFIL

GRUPO GRUPO GRUPO
GRUPO 5 c D. GRUPO
Tadalafil e PTZ Tadalafil e PTZ e Tadalafil e PTZ & i e
CONTROLE afl ) Tadalafile PTZ e
(n=9) Fenitoina (n=9) Fen(c::):ag)bltal Diazepam (n=9)
A.
Solugdo SILDENAFIL
salina 0.9%
- GRUPO GRUPO GRUPO
(n=9) GR::J PO G. H. .
Sildenafil e PTZ Sildenafil e PTZ Sildenafil e PTZ Sildenafil e PTZ
(n=9) e Fenitoina e Fenobarbital e Diazepam
(n=9) (n=9) (n=9)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Com o objetivo de reduzir o nimero de animais utilizados no experimento, em
conformidade com as diretrizes da CEUA / UFPA, os dados obtidos de grupos
equivalentes foram reutilizados entre os experimentos: grupo controle (Experimentos
1, 2 e 3); grupo Tadalafil e PTZ (Experimentos 2 e 3); e grupo Sildenafil e PTZ
(Experimentos 2 e 3).
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ApoOs o periodo de registro, os animais foram sacrificados por um profissional
veterinario com altas doses de Cetamina (300 mg/kg), Xilazina (20 mg/kg) e Diazepam

(10 mg/kg) (i.p.), seguindo os requisitos para a eutanasia desses animais.

3.5 PRODUTOS QUIMICOS E REAGENTES

O anestésico Cetamina foi adquirido da Kdnig (Santana de Parnaiba SP Brasil)
e a Xilazina da Vallée (Montes Claros MG Brasil), enquanto o anestésico local
Lidocaina foi adquirido da Hipolabor (Sabard& MG Brasil). Os compostos
anticonvulsivantes Fenobarbital foram adquiridos da Aventis-Pharma (Ribeirdo Preto,
SP, Brasil), Diazepam e Fenitoina da Unido Quimica (Embu-Guacu, SP, Brasil). O
PTZ foi obtido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos). Por fim,
Citrato de Sildenafil 50 mg, Viagra® (Pfizer) (Guarulhos Sé&o Paulo — Brasil) e Tadalafil
20 mg, Cialis® (Lilly) (Sao Paulo SP- Brasil).

3.6 REGISTROS ELETROCORTICOGRAFICOS

Os eletrodos foram conectados a um sistema digital de aquisicdo de dados
composto por um amplificador de alta impedéancia (Grass Technologies, P511), um
osciloscopio (Protek, 6510) e uma placa para aquisicdo e digitalizacdo de dados
(National Instruments, Austin, TX). Os dados foram amostrados continuamente a 1
kHz em uma passagem baixa de 3 kHz e uma passagem alta de 0,3 Hz. As gravacdes
seguiram um protocolo padrédo: 10 min de acomodacdo do animal, cuidadosamente

imobilizado para evitar interferéncia de registros (HAMOY et al., 2018).

3.7 ANALISES DE DADOS

Andlise realizada off-line, com delineamento duplo-cego controlado, por meio
de uma ferramenta construida com a linguagem de programacéo Python (verséo 2.7).
As bibliotecas “Numpy” e “Scipy” foram usadas para o processamento matematico e

a biblioteca “matplolib” foi usada para obter graficos e plotagens. Uma interface gréafica
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foi desenvolvida utilizando a biblioteca PyQt4. Os espectrogramas foram calculados
usando a janela de Hamming com 256 pontos (256/1000 s). Para a densidade
espectral de poténcia (PSD), cada quadro foi gerado com uma sobreposicdo de 128
pontos por janela. Para cada quadro, o PSD foi calculado pelo método do
periodograma meédio de Welch. Os histogramas de frequéncia foram obtidos
calculando o PSD do sinal usando a janela de Hamming com 256 pontos sem
sobreposicao, resultando em uma resolucéo de 1 Hz por bin. Cada onda exibida no
PSD é uma média de um conjunto de experimentos. PSDs foram calculados em cada

grupo e as médias sdo mostradas por bins individuais (HAMOY et al., 2018).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade e a homogeneidade das variancias foram verificadas pelos
testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente. Para apresentacdo dos
graficos e calculo estatistico foi utilizado o software prism®. Para comparar 0S
registros de poténcia dos grupos (controle, Sildenafil e Tadalafil) foram aplicados os
testes ANOVA (andlise de variancia) e Tukey visando um nivel de significancia
estatistica de *p<0,05, **p<0,01 e ***p <0,001. Os dados e a analise estatistica estao
de acordo com as recomendacfes sobre desenho experimental e andlise em
farmacologia (CURTIS et al., 2018).

Para a andlise das oscilacbes das ondas cerebrais, foram considerados as

seguintes frequéncia: Delta (1,0-4,0Hz), Theta (4,0-8,0Hz), Alfa (8,0-12,0Hz), Beta
(12,0-28,0Hz) e Gama (28,0 —40,0 Hz).
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4. RESULTADOS

O registro do grupo controle apresentou amplitude variando de 0,05 a 0,1mV
(Figura 6A e 6B) e o0 espectrograma demonstrou maior intensidade energética nas
frequéncias entre 1,0 a 10,0 Hz (Figura 6C). O histograma mostrou maior amplitude
em 5,0 Hz corroborando com a distribuicdo de energia observada no espectrograma
(Figura 6D).

Figura 6 - Atividade Cerebral do Grupo Controle.
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Nota: (A) Registro eletrocorticografico do animal em estado basal com duragdo de 300 segundos (s);
(B) Amplificacdo do registro eletrocorticografico em tempo de 1 s (para demonstragdo do tragado
padrdo de controle); (C) O espectrograma demonstra a concentracdo da distribuicdo de energia
espectral no grupo controle (indicado pela linha tracejada); (D) O histograma mostra maior intensidade

de energia na frequéncia de 5 Hz (indicado pela seta). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
Apoés a administracdo do Sildenafil, o registro eletrocorticografico mostrou
variacdo de amplitude de 0,05 a 0,1 mV, semelhante a observada no registro do grupo

controle (Figura 7A e 7B). A diferenca entre o grupo Sildenafil e o grupo controle esta
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relacionada a distribuicdo de energia, que se mantém entre 1,0 a 20,0 Hz, podendo
ser observada na distribuicdo espectral de energia (Figura 7C). O histograma de
distribuicdo da amplitude nas frequéncias individuais até 40 Hz, demonstra uma maior
amplitude na frequéncia de 3,0 Hz. Pode-se observar também o aumento de amplitude

nas frequéncias entre 10,0 a 20,0 Hz, apds o uso do Sildenafil (figura 7D).

Figura 7 - Caracteristica do registro eletrocorticografico apos administracao de Sildenafil.
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Nota: (A) Gravacao eletrocorticografica com duracdo de 300s (demonstrando amplitude em mV); (B)
Amplificacdo do registro eletrocorticografico (1,0 s) demonstrando as caracteristicas das frequéncias e
amplitude; (C) Espectrograma demonstrando distribuicdo de energia com aumento da assincronia
cerebral em frequéncias de até 20 Hz (linha tracejada); (D) Histograma de distribuicdo de amplitude. A
frequéncia predominante € de 3 Hz (indicada pela seta). Mostra um aumento de poténcia nas
frequéncias até 20 Hz (indicado pela linha tracejada). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Apés a aplicagdo do Tadalafil, observou-se alteragdo na distribuicdo de
poténcia nas frequéncias de até 30 Hz (indicada pela linha tracejada) (Figura 8C). O
grupo tratado com Tadalafil obteve maior assincronia cerebral captada pelo eletrodo;
no entanto, apresentou amplitudes com variagcdo semelhante ao grupo controle de
0,05 a 0,1 mV (Figura 8A e 8B). O espectrograma mostrou mudancas nas poténcias

espectrais em frequéncias entre 1,0 a 30,0 Hz, que causaram mudancas nas
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oscilacbes cerebrais (Figura 8C). O histograma mostrou que as amplitudes
dominantes estao entre 2,0 a 8,0 Hz (Figura 8D), e houve aumento da assincronia

cerebral nas bandas de frequéncia em Alfa (8-12 Hz) e Beta (12-28 Hz).

Figura 8 - Caracteristica do registro eletrocorticografico apds administracédo de Tadalafil.
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Nota: (A) Registro eletrocorticografico com duragédo de 300s, tracado com amplitude em mV; (B)
Amplificacdo do registro eletrocorticografico (1,0 s) demonstrando caracteristica do tracado; (C)
Espectrograma demonstrando distribuicdo de energia com aumento da assincronia cerebral em
frequéncias de até 30 Hz (linha tracejada). (D) O histograma de distribuicdo de amplitude mostrou perda
da frequéncia predominante, com aumento da poténcia nas frequéncias até 30 Hz (indicado pela linha

tracejada). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Assim, os inibidores da PDE-5 apresentaram aumento de poténcia nas bandas
de frequéncia Alfa (8-12 Hz) e Beta (12-28 Hz), porém o espectrograma demonstra

maior intensidade espectral para o Tadalafil (Figura 7 e 8).
A andlise de Fourier mostrou maior aumento de poténcia de forma sincronizada

para Sildenafil (9 Hz) e Tadalafil (10 Hz), demonstrando assincronia cerebral causada
pelos inibidores da PDE-5 (Figura 9A).
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Figura 9 - Distribuicdo da poténcia espectral relativa aos registros dos grupos: controle, Sildenafil
(SDF) e Tadalafil (TDF).
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Nota: (A) Distribuicdo espectral das médias de poténcia (SD) nas frequéncias de até 50 Hz do controle
(linha azul), SDF (linha vermelha) e TDF (linha verde). A seta vermelha indica o inicio do aumento da
assincronia cerebral para o SDF, e a seta verde indica o inicio do aumento da assincronia cerebral para
o TDF. (B) Distribuig&o linear de poténcia em frequéncias de até 50 Hz. *indica diferencga estatistica
para o grupo controle. (ANOVA e pés-teste de Tukey) (**) p <0,01, (***) p<0,001. (n = 9). Fonte:
Elaborado pelo autor, 2022.

Na distribuicdo da poténcia linear nas frequéncias até 50 Hz, observou-se que
a poténcia média para o grupo controle foi de 0,8766 + 0,1009 mV?/ Hz x 1073,
apresentando diferenca estatistica para o grupo Sildenafil com média de 1,096. +
0,1345 mV?/Hz x 102 (p=0,0021). Diferencas estatisticas também foram observadas
no grupo tratado com Tadalafil, cuja média foi de 1,172 + 0,1256 mV?/Hz x 103
(ANOVA Tukey post-test F= 14,48) (p<0,001). Nao houve diferenca estatistica entre
0s grupos tratados (Figura 9B).

A andlise das médias de poténcia Delta mostraram maior intensidade de
energia medida no grupo tratado com Sildenafil (Figura 10A). A analise das oscilacdes
Delta mostraram que a média do grupo controle foi de 0,3565 + 0,04375 mV2/Hz x 10
3, apresentando diferenca estatistica quando comparada ao grupo tratado com
Sildenafil com média de 0,4213 + 0,02084 mV?/Hz x 1073, revelando aumento desse
parametro (p<0,001). Também foi observada diferenca estatistica para o tratamento
com Tadalafil cuja média foi de 0,2869 + 0,03019 mV?/Hz x 10 com diminuicdo da

poténcia de oscilagbes Delta para Tadalafil (p<0,001). Quando comparado aos grupos
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tratados, houve uma diferenca estatistica indicando a dominéncia das oscila¢des
Delta para o Sildenafil (Figura 10A).

Figura 10 - Graficos demonstrando a variacdo das médias de poténcia linear para bandas de

oscilacéo cerebral.
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Nota: (A) Oscilacdes cerebrais na banda Delta (1,0 - 4,0 Hz), (B) OscilacBes cerebrais na banda Theta
(4,0 - 8,0 Hz). (C) Variacéo nas oscilagbes na banda Alfa (8-12 Hz), (D) Oscilacdo de frequéncia na
banda Beta (12-28 Hz), (E) Variagdo nas oscilacdes Gama (28-40 Hz). (SDF) grupo Sildenafil, (TDF)
grupo Tadalafil; (*) indica uma diferenca estatistica do grupo controle, (#) indica uma diferenca
estatistica para o grupo SDF. (ANOVA e pds-teste de Tukey) *p <0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001 (n = 9).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

A analise das médias de poténcia em Theta mostraram maior intensidade
energética para o grupo controle (Figura 10B). A andlise das oscilagbes Theta
mostraram que a média do grupo controle foi de 0,4123 + 0,02223 mV?/Hz x 107,

apresentando diferenca estatistica para o grupo Sildenafil (0,1846 + 0,01326 mV?/Hz
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x 107%); o grupo Tadalafil, cuja média foi de 0,3107 + 0,02359 mV?/Hz x 103, manteve
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle. Ao comparar o grupo Sildenafil
com o grupo Tadalafil, observou-se diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001)
(Figura 10B).

A partir do aumento das bandas de frequéncia em Alfa, ocorreu a sincronizagao
entre 0s agentes inibidores da PDE, com aumento da poténcia a partir de 9 Hz para o
Sildenafil e 10 Hz para o Tadalafil (Figura 9A). Ao analisar as oscilacfes Alfa de forma
linear, o registro médio do grupo controle foi de 0,07278 + 0,008246 mV?/Hz x 1073,
apresentando diferencas estatisticas para o grupo Sildenafil com média de 0,1128 +
0,01563 mV?/Hz x 102 e Tadalafil com média de 0,1012 + 0,01066 mV?/Hz x 1073
(p<0,001). Quando comparados, os grupos tratados com Sildenafil e Tadalafil ndo
apresentaram diferengas estatisticas significativas entre eles (p= 0,0920) conforme
mostrado na Figura 10C.

A andlise das médias de poténcia em Beta mostrou maior diferenca de
intensidade energética para os grupos Sildenafil e Tadalafil em relacdo ao controle.
Os grupos tratados com Sildenafil e Tadalafil ndo diferiram em intensidade (p=0,6022),
mas ambos tiveram intensidades muito acima dos registros do grupo controle,
conforme mostrado na Figura 10D. Ao analisar linearmente as oscilacfes Beta a
média do grupo controle foi de 0,08700 + 0,007088 mV?/Hz x 103, apresentando
diferenca estatistica em relacdo ao o grupo tratado com Sildenafil com média de
0,2095 + 0,02854 mV?/Hz x 103 e o tratado com Tadalafil de 0,2009 + 0,01841 mV?/Hz
x 1073 (p<0,001).

Ao analisar as oscilagbes Gama linearmente, a média do grupo controle foi de
0,01786 + 0,001188 mV?/Hz x 103, ndo apresentando diferenca estatistica em relacdo
ao grupo Sildenafil (0,01822 + 0,001221 mV?/Hz x 10-3) (p=0,7801). O grupo Tadalafil
(0,01945 + 0,001243 mV?/Hz x 103 apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao grupo controle (p < 0,0182), conforme mostrado na Figura
10E. Os grupos tratados ndo apresentaram diferenca estatistica (p=0,801).

Os tracados ECoG obtidos apos a aplicacdo do PTZ mostraram irregularidade

e mudancas de amplitude com presenca de clusters de potenciais, a amplificacéo
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demonstra picos de ondas nos registros e o espectrograma demonstra a concentracao
de energia nos clusters de potenciais figura 11A. Apds o uso do Tadalafil, a inducéo
das crises com PTZ manteve as caracteristicas de maior duracdo dos picos de
potencial, as irregularidades observadas durante a amplificacdo e as observadas no
espectrograma (Figura 11B). Ap6s o uso do Sildenafil, a inducdo de convulsdes por
PTZ apresentou caracteristicas como aumento da amplitude, com maior duracdo dos
picos de potencial em relacédo ao grupo PTZ, observado com picos na amplificacéo e

concentracdo de energia no espectrograma (Figura 11C).

Figura 11 - Tracado eletrocorticografico (ECoG) de um rato Wistar apos a aplicacdo da droga.
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Nota: (A) Registro do ECoG apds administracdo de Pentilenotetrazol (PTZ) (esquerda), amplificacdo
do tracado em 10 segundos (60-70 s) (centro), registro em espectrograma (direita); (B) Gravagdo ECoG
apo6s administracdo de Tadalafil (TDF) seguido de aplicacdo de Pentilenotetrazol (PTZ) (esquerda),
amplificacdo de registro (centro), registo em espectrograma de registro (direita); (C) Gravacéo
demonstrativa do ECoG para grupo Sildenafil (SDF) e PTZ (esquerda), amplificacdo do registro (centro)
e espectrograma correspondente (direita). Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

No grupo controle, o gréfico de distribuicdo de poténcia linear apresentou uma
média de 0,8766 *+ 0,1009 mV?/Hz x 103, houve diferenca estatistica para o grupo
PTZ (1,974 +0,2527 mV?/Hz x 10°%) (p<0,001). O grupo Tadalafil mais PTZ apresentou
média de 2,957 + 0,3201 mV?/Hz x 1073, resultando em diferenca estatistica para os
grupos controle e PTZ (p<0,001). O grupo Sildenafil mais PTZ com média de 3,172 +
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0,2428 mV?/Hz x 103, apresentou diferenga estatistica para os grupos controle e PTZ
(p<0,001) (Figura 12A).

Figura 12 - Poténcia linear média dos registros por grupos.
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Nota: (A) durante a convulséo induzida por Pentilenotetrazol; (B) durante salva potencial em registros
de convulsdes induzidas por PTZ. As diferencas estatisticas foram obtidas apés ANOVA e teste de
Tukey (n=9). (*) indica diferenca estatistica para o grupo controle, (#) indica diferenca estatistica para
PTZ e (+) indica diferenca estatistica para o grupo Tadalafil+PTZ. Os valores de p entre as amplitudes
meédias sdo representados pelos asteriscos *p<0,05, **p<0,01 e ***p < 0,001. Fonte: Elaborado pelo
autor, 2022.

Considerando os aumentos de potenciais causadas pelo PTZ, pode-se
observar que o grupo Tadalafil mais PTZ (11,10 + 1,647 mV?/Hz x 103) apresentou
uma poténcia média significativamente menor do que o grupo Sildenafil mais PTZ
(12,88 + 1,600 mV?/Hz x 107®) (p<0,05). Os grupos Tadalafil mais PTZ e Sildenafil
mais PTZ mostraram uma diferenca significativa quando comparada a poténcia média
do grupo PTZ (6,646 + 1,587 mV?/Hz x 10) e do grupo controle (0,8766 + 0,1009
mV?/Hz x 10%) (p< 0,001) (Figura 12B).

O controle da convulsdo induzida apos aplicacdo de Tadalafil mais PTZ foi
observado em diferentes registros ECoG apo6s aplicacédo de Fenitoina, Fenobarbital e
Diazepam. O tracado observado apos a aplicacdo da Fenitoina mostra um aumento
de potenciais com amplitude superior a 0,5 mV, seguida de diminui¢cdo progressiva da
amplitude (Figura 13A). O grupo Fenitoina (2,202 + 0,2354 mV?/Hz x 10-3) apresentou
poténcia média menor que o grupo Tadalafil mais PTZ (2,957 + 0,3201 mV?/Hz x 10
3) (p<0,001), também apresentando diferenca para o grupo controle (0,8766 + 0,1009
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mV2/Hz x 10-3) (p<0,001) (Figura 13D). O grupo gue recebeu Fenobarbital para
controle de convulsdes apresentou tragado com diminuigdo dos picos de amplitude
(Figura 13B), o grafico de poténcia linear mostrou que o grupo Fenobarbital
apresentou poténcia média (1,489 + 0,1184 mV?/Hz x 1073) inferior ao grupo Tadalafil
mais PTZ e Fenitoina (p<0,001), e mostrou maior poténcia do que o grupo controle
(p<0,001). O grupo que recebeu Diazepam apresentou tracado mais regular e de
baixa amplitude (Figura 13C), apresentando uma poténcia média de 1,253 + 0,2308
mV?/Hz x 103, com diminuicdo em relacédo ao grupo Tadalafil mais PTZ e Fenitoina
(p<0,001), para o grupo Fenobarbital (p<0,05) e para o grupo controle (p<0,01)
(Figura 13D).

Figura 13 - Registros eletrocorticograficos (ECoG) representativos obtidos apds tratamento com

Tadalafil seguido de Pentilenotetrazol.
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Nota: (A) Tracado obtido apos aplicagdo de Fenitoina (PTN); (B) tracado obtido apds aplicacdo de
Fenobarbital (PBT); (C) tragado obtido apdés a aplicagéo do Diazepam (DZP). (D) Grafico demonstrando
as médias de poténcia linear dos registros apos aplicacédo de anticonvulsivantes. Diferengas estatisticas
obtidas apés ANOVA e teste de Tukey (n=9). (*) indica diferenca estatistica para o grupo controle, (#)
indica diferenca estatistica para o grupo que recebeu TDF+PTZ, (+) indica diferenca estatistica para o
grupo TDF+PTZ+ PTN e (*) indica diferenca estatistica para o grupo TDF+PTZ+ PBT. Os valores de p
entre as amplitudes médias séo representados pelos asteriscos *p<0,05, **p<0,01 e ***p < 0,001.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O controle da convulsao induzida apos aplicacado de Sildenafil mais PTZ foi
observado por registros ECoG apoOs aplicacdo de anticonvulsivantes. O tracado

observado apés a aplicagdo da Fenitoina apresenta inicialmente irregularidades e
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amplitude elevada, acima de 0,5 mV, seguida de diminui¢cdo progressiva da amplitude
(Figura 14A). O grupo Fenitoina (3,001 + 0,3412 mV?/Hz x 10°3) apresentou poténcia
média sem diferenca estatistica para o grupo Sildenafil mais PTZ (3,172 + 0,2428
mV?/Hz x 10-3) (p=0,2938), apresentando diferenca para o grupo controle (0,8766 +
0,1009 mV?/Hz x 10%) (p<0,001) (Figura 14D). O grupo que recebeu Fenobarbital
para controle das convulsbes apresentou tragado com diminuigdo da amplitude dos
picos (Figura 14B), menor que o grupo Tadalafil mais PTZ e Fenitoina (p<0,001) e
mostrou maior poténcia que o grupo controle (p<0,001). O grupo que recebeu
Diazepam (Figura 14C) apresentou decréscimo da poténcia média (1,061 + 0,1458
mV?2/Hz x 10-3) em relacéo ao grupo Tadalafil mais PTZ e Fenitoina (p<0,001); para o
grupo Fenobarbital (p<0,01) e para o grupo controle houve diferenca estatistica
(p<0,05) (Figura 14D).

Figura 14 - Registros eletrocorticograficos (ECoG) representativos obtidos apds tratamento com

Sildenafil seguido de Pentilenotetrazol.
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Nota: (A) Tracado obtido apds aplicacdo de Fenitoina (PTN); (B) tracado obtido apds aplicacdo de
Fenobarbital (PBT); (C) tracado obtido apés a aplicagéo do Diazepam (DZP). (D) Grafico demonstrando
as médias de poténcia linear dos registros apos aplicacdo de anticonvulsivantes. As diferencas
estatisticas foram obtidas ap6s ANOVA e teste de Tukey (n=9). (*) indica diferenca estatistica para o
grupo controle, (#) indica diferenca estatistica para o grupo que recebeu SDF + PTZ, (+) indica diferenca
estatistica para o grupo SDF+PTZ+ PTN e (%) indica diferenga estatistica para o grupo SDF + PTZ +
PBT. Os valores de p entre as amplitudes médias séo representados pelos asteriscos *p<0,05, **p<0,01
e ***p < 0,001. Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que inibidores da PDE-5 sdo capazes de
diminuir o limiar de convulsGes. Essa descoberta pode estar relacionada a modulagéo

desse medicamento na via nitrérgica.

Atualmente, o principal uso clinico dos inibidores da PDE-5 envolve o
tratamento da disfuncdo erétil, cujo mecanismo ocorre pela reducdo da atividade
catalitica da enzima PDE-5 no musculo liso vascular do pénis. Isso potencializa os
efeitos enddégenos do NO, sintetizado pela NOS, que ativa a GC e induz a produc¢éo
de GMPc. Esse mecanismo causa relaxamento dos musculos lisos do pénis e
dilatacdo arterial, promovendo a ereg¢do ao distender 0S corpos cavernosos
(CALABRO; REITANO; BRAMANTI, 2013; DE CARVALHO et al., 2019; RAHIMIAN et
al., 2020).

Como os inibidores da PDE5 podem atravessar a barreira hematoencefalica
(LOUGHNEY et al., 1998), efeitos na via nitrérgica podem ser esperados nas células
cerebrais. Nesse sentido, estudos demonstram a associacéo entre a via nitrérgica e a
diminuicao do limiar de convulsdes (AMIRI et al., 2016, 2016; HAJ-MIRZAIAN et al.,
2019; TAVAKOLI et al., 2023). O NO desempenha um papel excitatério na patogénese
das convulsbes (AMIRI et al., 2016; HAJ-MIRZAIAN et al.,, 2019), em que a
administracdo de antagonistas da NO sintase (L-NAME) pode aumentar o limiar de
convulsdes (HAJ-MIRZAIAN et al., 2019), e a producdo excessiva de NO em
condicBes patologicas diminui o limiar de convulsdes induzido por PTZ (AMIRI et al.,
2016).

As variacdes nas intensidades de poténcia nas oscila¢des cerebrais podem ser
causadas pelo uso de drogas (DAVIDSON, 2004; SICLARI; TONONI, 2017), como
distirbios hormonais e terapia de reposicdo de testosterona (ESTUMANO et al.,
2019). Estudos sobre o ritmo das ondas Alfa mostram que o aumento da amplitude
esta relacionado a gravidade da somatizacdo observada nos pacientes, apoés
considerar a influéncia da ansiedade e da depressdo (GRUBER et al., 2014; YE et al.,

2019). Outros estudos também acrescentam consequéncias como a piora do
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desempenho em simuladores automotivos em pacientes com aumento das ondas
Theta, Alfa e Beta na regido occipital (LIN et al., 2020). Nossa andlise dos registros
ECoG em ratos demonstraram um aumento de poténcia nas bandas de frequéncia em
Alfa apdés a aplicacdo de Sildenafil e Tadalafil. Também demonstraram sincronizacao
da elevacdo das poténcias nas oscilacbes cerebrais em Alfa, Beta e Gama, apos
aplicacao de inibidores de PDE-5 (Figura 9A).

Experimentos prévios encontraram presenca de PDE-5 no cértex cerebral de
roedores e regides do hipocampo onde a administracéo de inibidores seletivos de PDE
causaria acumulo de GMPc (PUZZO et al., 2008). No entanto, também é importante
destacar as possibilidades de efeitos adversos (GOFF et al., 2009). Além disso, foi
relatada diminuicdo do limiar epiléptico (acdo pré-convulsivante) apdés o uso de
inibidores da PDE (GILAD et al., 2002; KHOSHNEVISZADEH et al., 2016;
MONTASER-KOUHSARI et al., 2011; NIEOCZYM et al., 2010, 2012; NIEOCZYM,;
SOCALA; WLAZ, 2018). De acordo com Hamoy et al. (2018) e Silva de Melo et al.
(2020), um aumento na banda de frequéncia em Beta no cértex motor de ratos esta
relacionado ao aparecimento de convulsdes. Esses dados corroboram com nossos
resultados, em que o uso de Sildenafil e Tadalafil aumentam a poténcia na faixa de

frequéncia em Beta.

A faixa Beta é modulada por tarefas cognitivas que requerem uma relagao entre
estados sensoriais e motores(HERRMANN et al., 2016; ZAEPFFEL et al., 2013). A
estimulacdo cerebral por eletroterapia mostra um aumento significativo nas ondas
Beta, bem como aumento do foco de atencéo e concentracdo (LANDE; GRAGNANI,
2018). Existem divergéncias entre os autores, pois existem textos cientificos que
correlacionam o aumento dessa faixa de frequéncia especifica com ansiedade,
inquietacdo, irritacao, distarbios do sono (O’'NEIL et al., 2012; PRICHEP, 2007) ou
associacfes dessa banda de frequéncia junto com forgcas Theta em condi¢cdes
depressivas e de dependéncia quimica (NEWSON; THIAGARAJAN, 2018). O uso de
Sildenafil e Tadalafil aumentou as oscilacdes cerebrais em Beta, que podem estar
relacionadas a um ou mais dos varios disturbios neurolégicos mencionados (Figura
10D).
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Outros achados de interesse sao 0 aumento das amplitudes das ondas Gama
observadas em roedores submetidos a experimentos com Tadalafil, que foi
relacionado ao aumento da presenca de neurotransmissores catecolaminérgicos no
cortex (BERRIDGE et al., 2006). Também observado em pacientes que usam
modafinil para o tratamento da esquizofrenia (MINZENBERG et al., 2016) e usado
para melhora das atividades de percepcdo sensorial, manutencdo da atencéo,
processamento da informac&o, memoria e estado de consciéncia (FINK et al., 2009;
HERRMANN et al., 2016).

Ha também aumentos nas poténcias Delta, Alfa e Beta no uso de heroina e
morfina que exibem um perfil de eletroencefalograma (EEG) semelhante aos
resultados obtidos com o Sildenafil, pois esta droga causou uma alteracao semelhante
as trés ondas mencionadas acima (ZANETTINI et al.,, 2019). O trabalho em
andamento na modulagdo da plasticidade sindptica baseada em micromoléculas,
como NYX-2925 - modulando os receptores NMDA - para o tratamento da dor em
doencas como fibromialgia e neuropatia periférica diabética, também busca aumentar
as ondas Alfa (BURGDOREF et al., 2019). Nosso trabalho demonstrou a sincronizagéo
do aumento das poténcias nas bandas Alfa e Beta apds o uso de Sildenafil e Tadalafil
(Figura. 10C e 10D).

Segundo Sroykham & Wongsawat (2018), na andalise do EEG de pacientes em
repouso, a proporcao de oscilagdes Delta/Beta pode estimar os niveis hormonais de

testosterona e cortisol, sendo biomarcadores de disturbios fisioldgicos e psicologicos.

O aumento da poténcia Beta esta relacionado ao comportamento agressivo
observado nos animais, devido a atividade na regido talamica/cortical (ESTUMANO et
al., 2019; KIEHL, 2006; MORIHISA; DUFFY; WYATT, 1983). Segundo nossos dados,
0 aumento da poténcia das oscilacdes em Beta pode estar relacionado a diminui¢ao
do limiar convulsivo, pois apés a aplicacdo do PTZ houve aumento da poténcia
registrada para os grupos que receberam Tadalafil e Sildenafil previamente (Figura
12). Milman & Arnold (2002) mostraram evidéncias de associagéo entre Sildenafil e

varios efeitos adversos no sistema nervoso central, incluindo convulsdes.
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Marcadores de EEG de ondas rapidas observaram atividades Alfa e Beta
aumentados no transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade(CALLAWAY;
HALLIDAY; NAYLOR, 1983). Em populacdo semelhante, foi identificado aumento da
poténcia Beta nas regifes parietal e do lobo occipital apés o uso de metilfenidato ou
atomoxetina (ALDEMIR et al., 2018). Os animais que receberam Sildenafil e Tadalafil

apresentaram oscilagdes Alfa e Beta aumentadas (Figura 10C e 10D).

A dessincronizacao Beta € um processo importante na geracdo do movimento
(MORILLON et al., 2019), o Alfa esta associado ao recrutamento de um conjunto
funcional necessario para gerar a saida motora (ATHANASIOU et al., 2018; RHODES
et al., 2018). Portanto, ao relacionar Alfa e Beta é possivel inferir que a proporcédo de
Beta aumenta de forma ndo sincronizada com Alfa, ao analisar a distribuicdo de
poténcia espectral (Figura 9, 10C e 10D). Por conseguinte, tanto o Sildenafil quanto
0 Tadalafil podem causar um atraso na execugao dos movimentos planejados.

Segundo Carvalho et al. (2019), a reducédo do limiar epiléptico pelo Sildenafil
estaria relacionada ao aumento da atividade colinérgica e nitrérgica no cérebro.
Nieoczym et al. (2010) observaram que o Sildenafil ndo influenciou significativamente
o limiar de convulsdo focal na amigdala em modelo de epilepsia em rato, nem
influenciou a gravidade da convulsao e teve fraca acdo anticonvulsivante. Nieoczym,
Socata & Wlaz (2009), observaram que nao houve influéncia do Sildenafil na laténcia
para convulsdes clonicas induzidas pela administracdo de cocaina, ndo influenciando

na incidéncia e mortalidade.

No entanto, na literatura, ha relatos de alteracbes na homeostase cerebral
relacionadas ao uso de inibidores da PDE-5 (CALABRO; REITANO; BRAMANTI,
2013; FAROOQ et al., 2008; JULIA-ROMERO, 2021; OKUYUCU et al., 2009;
SOCALA et al., 2018). Nossos dados demonstram que tanto o Sildenafil quanto o
Tadalafil aumentaram a forca dos registros de potencial de campo apds a
administracdo de PTZ, no entanto, os registros para o grupo PTZ e Sildenafil
apresentou picos de maior intensidade energética quando comparado ao grupo PTZ
e Tadalafil (Figura 12).
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Gholipour et al. (GHOLIPOUR et al., 2009) sugerem gue os inibidores de PDE-
5 podem facilitar a inibicdo mediada por GABA (A) e podem potencializar a acao de
benzodiazepinicos contra convulsfes induzidas por PTZ. Para avaliar a possivel
refratariedade das crises, os anticonvulsivantes dos grupos Tadalafil-PTZ e Sildenafil-
PTZ apresentaram maior resisténcia a acdo da Fenitoina. Para o grupo Sildenafil e
PTZ, a Fenitoina nado teve efeito. Fenobarbital e Diazepam foram mais eficientes no

controle das crises (Figura 13 e 14).
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6. CONCLUSOES

Os inibidores da PDES5 alteraram as gravacdes eletrocorticograficas no cortex
motor dos ratos, provocando um aumento na poténcia nas bandas de frequéncia Alfa
e Beta de forma sincrona. Apds a inducdo de convulsbées com PTZ, houve um
aumento na energia durante o potencial mais persistente para o grupo Sildenafil. A
Fenitoina ndo conseguiu controlar eficazmente as convulsdes do modelo; uma
resposta mais eficaz foi observada com o uso de Fenobarbital e Diazepam. Esses
achados indicam que o uso de inibidores da PDES5 pode precipitar alteracées no

sistema neurolégico com comprometimento da via nitrérgica.

Diante do exposto, observa-se a necessidade de investigar a reprodutibilidade
desses achados no Homo sapiens, por meio do desenvolvimento de novos métodos
de estudo para averiguar a influéncia dos inibidores da PDE-5 no sistema nervoso dos

seres humanos.
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Abstract

Background

Phosphodiesterase 5 inhibitors (PDES5i) are the first line treatment for erectile dysfunction;
however, several articles and case reports have shown central nervous system effects, that
can cause seizures in susceptible patients. This study aims to describe the changes caused
by the use of Sildenafil and Tadalafil through the analysis of abnormalities expressed in the
electrocorticogram (ECoG) of rats and evaluate the seizure threshold response and treat-
ment of seizures with anticonvulsants.

Materials and methods

The study used 108 rats (Wistar). Before surgery for electrode placement in dura mater, the
animals were randomly separated into 3 experiments for electrocorticogram analysis.
Experiment 1: ECoG response to using PD5i (Sildenafil 20mg/kg and Tadalafil 2.6mg/kg p.
0.). Experiment 2: ECoG response to the use of PD5i in association with Pentylenetetrazole
(PTZ—30 mg/kg i.p.), a convulsive model. Experiment 3: ECoG response to anticonvulsant
treatment (Phenytoin, Phenobarbital and Diazepam) of seizures induced by association
IPDE5 + PTZ. All recordings were made thirty minutes after administration of the medication
and analyzed for ten minutes, only once. We considered statistical significance level of
*p<0.05, **p<0.01 and ***p < 0.001.

Results

After administration of Sildenafil and Tadalafil, there were increases in the power of record-
ings in the frequency bands in oscillations in alpha (p = 0.0920) and beta (p = 0.602) when
compared to the control group (p<0.001). After the use of Sildenafil and Tadalafil associated
with PTZ, greater potency was observed in the recordings during seizures (p<0.001), how-
ever, the Sildenafil group showed greater potency when compared to Tadalafil (p<0.05).

1/18
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Phenobarbital and Diazepam showed a better response in controlling discharges triggered
by the association between proconvulsant drugs.

Conclusions

PDES5i altered the ECoG recordings in the rats’ motor cortexes, demonstrating cerebral
asynchrony and potentiating the action of PTZ. These findings demonstrate that PDES5i can
lower the seizure threshold.

Introduction

Phosphodiesterase 5 (PDE5) isoenzymes have been identified in a wide variety of tissues, e.g.,
the smooth muscle cells of the corpus cavernosum, vascular and visceral smooth muscle, skele-
tal muscle, platelets, kidney, lung, spinal cord, cerebellum, pancreas, prostate, urethra, and
bladder [1-3].

Current guidelines for the treatment of erectile dysfunction recommend PDES5 inhibitors as
the first-line therapy for most men with erectile dysfunction who do not have a specific contra-
indication to their use [4]. They state that PDES5 inhibitors are effective, safe, and well-tolerated
therapies and that there are no significant differences in efficacy, safety, and tolerability
between the approved drugs [4].

Sildenafil was the first (in 1998) compound introduced clinically, followed by Vardenatfil
and Tadalafil (in 2003) and Avanafil (in 2013) [5]. Studies in vitro have shown that Sildenafil’s
inhibition of PDE5 is 10-fold greater than that of PDE6, 100-fold greater than that of PDE1
and 1000-fold greater than that of PDE2, PDE3, and PDE4 [6].

PDES inhibitors can cause side effects in the central nervous system by crossing the blood-
brain barrier [7]. Sildenafil induces transiently increased glutamate levels in the brainstem,
which suggests transiently increased excitability of the brainstem neurons [8]. Several articles
and case reports have shown some relationship between increased neuronal excitability and
even proconvulsant properties associated with using PDE5 inhibitors [9-19].

De Carvalho et al. [20] noted that the seizure threshold was lowered by Sildenafil for the
Pilocarpine seizure model, involving cholinergic pathways in the central nervous system.

In addition, articles point to the possibility that pro-inflammatory factors are involved in
the pathophysiology of seizures [21]. Thus, Nitric oxide (NO) stands out, which can intensify
oxidative stress through the overproduction of reactive oxygen species [22, 23], resulting in
cell damage. Considering that PDES5 inhibitors are able to cross the blood-brain barrier [7],
their NO potentiating action, increasing the GMPc, could result in convulsive effects.

According to Okuyucu et al. [24], PDE5 inhibitors can produce electroencephalogram
(EEG) abnormalities. This study aims to describe the changes caused by the use of Sildenafil
and Tadalafil through the analysis of abnormalities expressed in the Electrocorticogram
(ECoG) and to evaluate the possible change in the epileptic threshold after the test with
Pentylenetetrazole.

Materials and methods
Animals

This study used 108 male Wistar rats (Rattus norvegicus), aged between 100 and 120 days and
weighing between 200 to 220g. The rats were kept in cages, 3 per cage, measuring 60cm x
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40cm x 20cm. The environment was enriched with wood shavings as bedding material, the
temperature was maintained at 22 + 2°C, with a light-dark period of 12 hours, water and feed
offered at will; Purina® brand commercial feed with 20% protein.

The experience with recording ECoG rodents from the Laboratory of Pharmacology and
Toxicology of Natural Products facilitated the choice of Wistar rats for the experiments [25].
Furthermore, the physiology and cerebral vasculature of rodents are similar to that of humans,
so they were selected as a study model for ischemic stroke [25]. Finally, this choice and sample
number were necessary to prove the effects and allow other scientists to reproduce this
experiment.

All procedures followed the current Brazilian legislation related to ethics in animal experi-
mentation. This project was previously approved by the Animal Use Ethics Committee
(CEUA / UFPA). The project’s approval number is 5735240419.

Surgery for electrode placement

For electrode implantation, the animals were anesthetized with an association of Xylazine
Hydrochloride (5mg/kg) and Ketamine Hydrochloride (50mg/kg) through intraperitoneal
injection, with an initial infiltration of lidocaine (2%) at the surgical incision site. The elec-
trodes were implanted at the Bregma -0.96mm stereotaxic coordinate [26] and + 1mm lateral
to the dura mater region just above the motor cortex [27-30]. The electrode was in contact
with the surface of the dura mater. During the first two days after the implant surgery, the ani-
mals received Ketoprofen 1mg/kg i.p., and on the fifth post-surgical day, the experiment was
carried out.

During anesthesia and post-surgery, the animals heart rate and temperature were moni-
tored, with analyses done every 6 hours, for 3 minutes. The conditions of asepsis in the han-
dling of the animals were guaranteed throughout the entire experiment.

Experimental design

The animals were randomly separated into groups for each experiment. Rodents remained in
individualized cages from electrode implantation to ECoG recordings, with the registrations
being made between 8:00 and 10:00 a.m. All recordings were made thirty minutes after the
administration of the medications and analyzed for a period of ten minutes, only once.

Three experiments were carried out. For each one, the following dosages were adopted:
control groups received orally 0.9% saline solution; Sildenafil-treated groups received 20 mg/
kg p.o. [31]; tadalafil-treated groups received 2.6 mg/kg p.o. [32]; Pentylenetetrazole (PTZ)
-treated groups received 30 mg/kg i.p. [33].

Experiment -1. Composed of 3 analyzed groups: a) the Control group (n = 9); b) the Sil-
denafil group (n = 9) and ¢) the Tadalafil group (n =9).

Experiment -2. Composed of 4 analyzed groups: a) Control group (n =9); b) PTZ group
(n =9); ¢) Tadalafil and PTZ group (n = 9); and d) Sildenafil and PTZ group (n =9). The
groups were treated with Tadalafil and Sildenafil thirty minutes before the application of PTZ
to assess seizure activity through ECoG in the rats.

Experiment -3. The groups that received Tadalafil and Sildenafil associated with PTZ
were treated with anticonvulsant drugs: Phenytoin (10mg/kg i.p.), Phenobarbital (10mg/kg i.
p.) or Diazepam (10mg/kg i.p.). Therefore, the groups formed were compared with each other
and the control groups who received orally 0.9% saline solution.

In experiment 3, nine groups were analyzed: a) Control group (n = 9); b) Tadalafil and PTZ
group (n = 9); ¢) Tadalafil, PTZ and Phenytoin group (n = 9); d) Tadalafil, PTZ and Phenobar-
bital group (n = 9); e) Tadalafil, PTZ and Diazepam group (n = 9); f) Sildenafil and PTZ group
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(n =9); g) Sildenafil, PTZ and Phenytoin group (n = 9); h) Sildenafil, PTZ and Phenobarbital
group (n =9); i) Sildenafil, PTZ and Diazepam group (n = 9).

Aiming to reduce the number of animals used in the experiment, in line with the CEUA /
UFPA guidelines, data obtained from equivalent groups were reused between experiments:
Control group (Experiments 1, 2 and 3); Tadalafil and PTZ group (Experiments 2 and 3); and
Sildenafil and PTZ group (Experiments 2 and 3).

After the registration period, the animals were euthanised by a professional veterinarian
and given high doses of ketamine (300 mg/kg) and xylazine (20 mg/kg), and Diazepam (10
mg/kg) (i.p.) to avoid suffering. This follows institutional requirements for the euthanasia of
these animals.

Chemicals and reagents

The anaesthetic Ketamine was purchased from Ko6nig (Santana de Parnaiba SP Brazil) and
Xylazine from Vallée (Montes Claros MG Brazil), while the local anesthetic Lidocaine was
obtained from Hipolabor (Sabara MG Brazil). The anticonvulsant compound Phenobarbital
was purchased from Aventis-Pharma (Ribeirdo Preto, SP, Brazil), and Diazepam and Phenyt-
oin from Unido Quimica (Embu-Guagu, SP, Brazil). The PTZ was obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, United States), and Sildenafil citrate 50 mg Viagra® from Pfizer
(Guarulhos Sao Paulo-Brazil) and Tadalafil 20 mg Cialis® from Lilly (Sio Paulo SP- Brazil).

Electroencephalographic records

Electrodes were connected to a digital data-acquisition system composed of a high impedance-
amplifier (Grass Technologies, P511), an oscilloscope (Protek, 6510), and a board for data
acquisition and digitalization (National Instruments, Austin, TX). Data was continuously sam-
pled at 1 kHz at a low pass of 3 kHz and a high pass of 0.3 Hz. The recordings followed a stan-
dard protocol: the animals were meticulously immobilized and given a 10-minute acclimation
period before the start of the recordings, all to prevent any potential interference with the
recording process [27].

Data analyses

Analysis performed offline: a double-blind controlled design through a tool built using Python
programming language (version 2.7). “Numpy” and “Scipy” libraries were used for mathemati-
cal processing and the “matplolib” library was used to obtain graphs and plots. A graphic inter-
face was developed using the PyQt4 library. Spectrograms were calculated using a Hamming
window with 256 points (256/1000 s). For power spectral density (PSD), each frame was gener-
ated with an overlap of 128 points per window. For each frame, the PSD was calculated by
Welch’s average periodogram method. Frequency histograms were obtained by calculating the
PSD of the signal using the Hamming window with 256 points without overlap, yielding a res-
olution of 1Hz per bin. Each wave displayed in PSD is an average from a set of experiments.
PSDs were calculated in each group, and the means are shown by individual bins [27].

Statistical analysis

Kolmogorov-Smirnov and Levene tests were used to verify data normality and variance homo-
geneity, respectively. For graphics presentation and statistics calculation, prism®) software
was used. Comparisons of mean power values were performed using a one-way analysis of var-
iance (ANOVA) followed by Tukey’s post hoc test, applied to aim for a statistical significance
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level of *p<0.05, **p<0.01 and ***p < 0.001. The data and statistical analysis complied with
the recommendations on experimental design and analysis in pharmacology [34].

For the analysis of brain wave oscillations, the following frequency values were considered:
delta (1.0-4.0Hz), theta (4.0-8.0Hz), alpha (8.0-12.0Hz), beta (12.0-28.0Hz) and gamma
(28.0-40.0Hz).

Results

The record of the control group showed an amplitude ranging from 0.05 to 0.1mV (Fig 1A
and 1B), and the spectrogram demonstrated higher energy intensity on frequencies between
1.0 to 10.0 Hz (Fig 1C). The histogram shows greater amplitude at 5.0 Hz, corroborating the
energy distribution observed in the spectrogram (Fig 1D).

After administration of Sildenafil, the electrocorticographic record showed an amplitude
variation of 0.05 to 0.1 mV, similar to that observed in the control group record (Fig 2A and
2B). The difference between the Sildenafil group and the control group is related to the energy
distribution, which is maintained between 1.0 to 20.0 Hz, which can be observed in the spectral
energy distribution (Fig 2C). The histogram of amplitude distribution in the frequencies indi-
vidually until 40 Hz, the greatest amplitude is in the frequency of 3.0 Hz. The increase in
amplitude in the frequencies between 10.0 to 20.0 Hz can also be observed after the use of Sil-
denafil (Fig 2D).

After Tadalafil application, a change in power distribution was observed at frequencies up
to 30 Hz (indicated by the dashed line) (Fig 3C). The group treated with Tadalafil observed a
greater cerebral asynchrony captured by the electrode; however, it showed amplitudes with a
range similar to the control group from 0.05 to 0.1 mV (Fig 3A and 3B). The spectrogram
showed changes in spectral powers at frequencies between 1.0 to 30.0 Hz, which caused
changes in brain oscillations (Fig 3C). The histogram showed that the dominant amplitudes
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Fig 1. Brain activity of the control group. (A) Electrocorticographic record of the animal in basal state lasting 300 seconds (s); (B)
Amplification of the electrocorticographic record in a time of 1 second (to demonstrate the control tracing pattern); (C) Spectrogram
demonstrates the concentration of the spectral energy distribution in the control (indicated by dashed line); (D) Histogram shows
greater energy intensity at the frequency of 5 Hz (Indicated by the arrow).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.9001
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Fig 2. Characteristic of the electrocorticographic record after the administration of Sildenafil. (A)
Electrocorticographic recording lasting 300s (demonstrating amplitude in mV); (B) Amplification of the
electrocorticographic record (1.0 s) demonstrating the characteristic of frequencies and amplitude; (C) Spectrogram
demonstrating energy distribution with increased cerebral asynchrony at frequencies up to 20 Hz (dashed line). (D)
Amplitude distribution histogram. The predominant frequency is 3 Hz (indicated by the arrow) which shows an
increase in power in the frequencies up to 20 Hz (indicated by the dashed line).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.g002

are between 2.0 to 8.0 Hz (Fig 3D), and there was an increase in cerebral asynchrony in the fre-
quency bands in alpha (8-12 Hz) and beta (12-28 Hz).

Thus, the PDE inhibitors showed an increase in power in the alpha (8-12 Hz) and beta
(12-28 Hz) frequency bands. However, the spectrogram demonstrates greater spectral inten-
sity for Tadalafil (Figs 2 and 3).
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Fig 3. Characteristic of the electrocorticographic record after administration of Tadalafil. (A)
Electrocorticographic recording lasting 300s, tracing with amplitude in mV; (B) Amplification of the
electrocorticographic record (1.0 s) demonstrating the characteristic of tracing; (C) Spectrogram demonstrating energy
distribution with increased cerebral asynchrony at frequencies up to 30 Hz (dashed line). (D) The amplitude
distribution histogram showed a loss of predominant frequency, with increased power given in frequencies up to 30
Hz (indicated by the dashed line).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.9003
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50 Hz. * indicates statistical difference for the control group. (ANOVA and Tukey’s post-test) (*) p <0.01, (***)
p<0.001. (n=9).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.9004

The Fourier analysis showed a greater increase in power in a synchronized way for Sildena-
fil (9 Hz) and Tadalafil (10 Hz), demonstrating cerebral asynchrony caused by PDE inhibitors
(Fig 4A).

In the distribution of linear power at frequencies up to 50 Hz, it was observed that the aver-
age power for the control group was 0.8766 + 0.1009 mV?/ Hz x 107>, which presented a statis-
tical difference to the Sildenafil group with an average of 1.096. + 0.1345 mV?*/Hz x 10~
(p =0.0021). Statistical differences were also observed in the group treated with Tadalafil
which averaged 1.172 + 0.1256 mV?*/Hz x 107> (ANOVA Tukey post-test F = 14.48)
(p<0.001). There was no statistical difference between the treated groups (Fig 4B).

The analysis of delta power averages showed greater energy intensity measured in the Sil-

denafil-treated group (Fig 5A). The analysis of delta oscillations showed that the mean of the
control group was 0.3565 + 0.04375 mV>/Hz x 10~°, which presented a statistical difference
when compared to the group treated with Sildenafil with a mean of 0.4213 + 0.02084 mV?>/
Hz x 107, revealing an increase in this parameter (p<0.001). A statistical difference was also
observed for the treatment with Tadalafil, whose mean was 0.2869 + 0.03019 mV?*/Hz x 10>
with a decrease in the power of delta oscillations for Tadalafil (p<0.001). When compared to
the treated groups, there was a statistical difference indicating the dominance of delta oscilla-
tions for Sildenafil (Fig 5A).

The analysis of the power averages in theta showed the highest energy intensity for the con-
trol group (Fig 5B). The analysis of theta oscillations showed that the mean of the control
group was 0.4123 + 0.02223 mV>/Hz x 10, which presented a statistical difference for the Sil-
denafil group (0.1846 + 0.01326 mV>/Hz x 10~°); the Tadalafil group whose mean was
0.3107 + 0.02359 mV?*/Hz x 10™> maintained a statistical difference from the control group.
When comparing the Sildenafil group with the Tadalafil group, a statistically significant differ-
ence was observed (p < 0.001) (Fig 5B).

From the increase in the frequency bands in alpha, synchronization between the PDE
inhibitor agents occurred, with an increase in power starting at 9 Hz for Sildenafil and 10 Hz
for Tadalafil (Fig 4A). When analyzing the alpha oscillations linearly, the control group’s
mean registry was 0.07278 + 0.008246 mV>/Hz x 10>, which presented statistical differences
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Fig 5. Graphs demonstration of the variation of linear power averages for brain oscillation bands. (A) Brain
oscillations in the Delta band (1.0-4.0 Hz), (B) Brain oscillations in the theta band (4.0-8.0 Hz). (C) Variation in alpha
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post-test) *p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001 (n = 9).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.9005

to the Sildenafil group with a mean of 0.1128 + 0.01563 mV>/Hz x 10~> and Tadalafil with a
mean of 0.1012 + 0.01066 mV?*/Hz x 10> (p<0.001). When compared, the Sildenafil and
Tadalafil-treated groups did not show significant statistical differences between them

(p = 0.0920), as shown in Fig 5C.

The analysis of power means in beta showed the largest difference in energy intensity for
the Sildenafil and Tadalafil groups about the control. The Sildenafil and Tadalafil-treated
groups did not differ in intensity (p = 0.6022), but both had intensities far above the registries
from the control group, as shown in Fig 5D. When analyzing beta oscillations linearly, the
control group’s mean was 0.08700 + 0.007088 mV>/Hz x 10>, which presented a statistical dif-
ference compared to the Sildenafil-treated group with a mean of 0.2095 + 0.02854 mV?/

Hz x 107 and treated with Tadalafil of 0.2009 + 0.01841 mV?*/Hz x 10~ (p<<0.001).

When analyzing gamma oscillations linearly the control group means was
0.01786 + 0.001188 mV?/Hz x 107>, it showed no statistical difference in comparison to the Sil-
denafil group (0.01822 + 0.001221 mV>/Hz x 107) (p = 0.7801). The Tadalafil group
(0.01945 + 0.001243 mV?*/Hz x 107°) showed a statistically significant difference compared to
the control group (p < 0.0182) as shown in Fig 5E. The treated groups showed no statistical
difference (p = 0.801).

ECoG tracings obtained after the application of PTZ showed irregularity and changes in
amplitude with the presence of clusters of potentials; the amplification demonstrates spike
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Fig 6. Electrocorticographic (ECoG) tracing of a Wistar rat after drug application. (A) ECoG recording after
administration of Pentylenetetrazole (PTZ) (left), 10-second amplification of the tracing (60-70 s) (centre), recording
spectrogram (right); (B) ECoG demonstrative recording after administration of Tadalafil (TDF) followed by
application of Pentylenetetrazole (PTZ) (left), recording amplification (centre), recording spectrogram (right); (C)
ECoG demonstrative recording after administration of Sildenafil (SDF) followed by application of PTZ (left),
recording amplification (centre) and corresponding spectrogram (right).

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.9006

waves in the recordings, and the spectrogram demonstrates the concentration of energy in the
clusters of the potentials Fig 6A. After the use of Tadalafil, the seizure induction with PTZ
maintained the characteristics of a longer duration of potential burst, the irregularities
observed during amplification, and observed in the spectrogram (Fig 6B). After the use of Sil-
denafil, PTZ induction of seizures showed characteristics such as increased amplitude, with
longer duration of potential bursts than the PTZ group, which can be observed with spikes in
the amplification and energy concentration in the spectrogram (Fig 6C).

In the graph of linear power distribution in the record for the control group with a mean
(0.8766 + 0.1009 mV>/Hz x 107°), there was a statistical difference for the PTZ group
(1.974 +0.2527 mV?*/Hz x 10™°) (p<0.001). The Tadalafil plus PTZ group presented a mean
(2.957 + 0.3201 mV?/Hz x 107°) that presented a statistical difference for the control and PTZ
groups (p<0.001). The Sildenafil and PTZ group with a mean (3.172 + 0.2428 mV?*/Hz x 10™)
showed a statistical difference for the control and PTZ groups (p<0.001) (Fig 7A).

Considering the volleys of potentials caused by PTZ, it can be observed that the Tadalafil
PTZ group (11.10 + 1.647 mV?*/Hz x 10™°) had a significantly lower mean potency than the Sil-
denafil PTZ group (12.88 + 1.600 mV?%/Hz x 107°) (p<0.05). The Tadalafil PTZ and Sildenafil
PTZ groups showed a statistically significant difference when compared to the mean potency
of the PTZ group (6.646 + 1.587 mV*/Hz x 10~°) and the control group (0.8766 + 0.1009 mV?>/
Hz x 107) (p< 0.001) (Fig 7B).

The control of the induced seizure after the application of Tadalafil PTZ was observed in
different electrocorticographic recordings after the application of Phenytoin, Phenobarbital,
and Diazepam. The tracing observed after the application of Phenytoin shows a surge of poten-
tials at an amplitude above 0.5 mV, followed by a progressive decrease in amplitude (Fig 8A).
The Phenytoin group (2.202 + 0.2354 mV*/Hz x 10~°) had a lower mean potency than the
Tadalafil PTZ group (2.957 + 0.3201 mV?*/Hz x 107>) (p<0.001), also showing a difference for
the group control (0.8766 + 0.1009 mV>/Hz x 10~%) (p<0.001) (Fig 8D). The group that
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Fig 7. Mean linear power of recordings for groups. (A) During the Pentylenetetrazole-induced seizure; (B) During
potential salvo in PTZ-induced seizure recordings. Statistical differences were obtained after ANOVA and Tukey’s test
(n=9). (*) indicates statistical difference for the control group, (#) indicates statistical difference for PTZ, and (+)
indicates statistical difference for the Tadalafil +PTZ group. (Control) Control group, (PTZ) Pentylenetetrazole, (TDF)
Tadalafil, (SDF) Sildenafil. The p values between the mean amplitudes are represented by asterisks *p<0.05, **p<0.01
and ***p < 0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.9007

received Phenobarbital to help control seizures presented a tracing with decreased spike ampli-
tude (Fig 8B). The linear power graph showed that the Phenobarbital group presented a mean
potency (1.489 + 0. 1184 mV>/Hz x 10~7), which was lower than the Tadalafil PTZ and Phenyt-
oin group (p<0.001), and showed greater potency than the control group (p<0.001). The
group that received Diazepam presented a more regular and low amplitude tracing (Fig 8C)
presented a mean power (1.253 + 0.2308 mV?*/Hz x 107°) presented a decrease about the Tada-
lafil PTZ and Phenytoin group (p<0.001), for the Phenobarbital group (p<0.05) and the con-
trol group (p<0.01) (Fig 8D).

The control of the induced seizure after the application of Sildenafil and PTZ was observed
in ECoG recordings after the application of anticonvulsants. The tracing observed after the
application of Phenytoin initially presented with irregularities and high amplitude above 0.5
mV, followed by a progressive decrease in amplitude (Fig 9A). The Phenytoin group
(3.001 + 0.3412 mV?*/Hz x 107°) showed a mean potency with no statistical difference for the
Sildenafil and PTZ group (3.172 + 0.2428 mV%/Hz x 107%) (p =0.2938), showing a difference
for the group control (0.8766 + 0.1009 mV?*/Hz x 10™°) (p<0.001) (Fig 9D). The group that
received Phenobarbital to control seizures presented a tracing with a decrease in the amplitude
of the spikes (Fig 9B), was lower than the Tadalafil, PTZ and Phenytoin group (p<0.001), and
showed higher potency than the control group (p<0.001). The group that received Diazepam
(Fig 9C) showed a mean potency (1.061 + 0.1458 mV?/Hz x 107°) presented a decrease in
potency in relation to the Tadalafil, PTZ and Phenytoin group (p<0.001), for the Phenobarbi-
tal group (p<0.01) and the control group there was a statistical difference (p<0.05) (Fig 9D).

Discussion

The present work demonstrates that PDES5 inhibitors are able to decrease the seizure threshold.

This finding could be related to the modulation of this drug in the nitrergic pathway.
Currently, the main clinical use of PDES5 inhibitors involves the treatment of erectile dys-

function, whose mechanism occurs through decreasing the catalytic activity of the PDE5
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Fig 8. Representative electrocorticographic (ECoG) recordings were obtained after treatment with Tadalafil (TDF)
followed by Pentylenetetrazole (PTZ). (A) Tracing obtained after the application of Phenytoin (PTN); (B) tracing
obtained after the application of Phenobarbital (PBT); (C) Tracing obtained after application of Diazepam (DZP). (D)
Graph demonstrating linear power averages of recordings after application of anticonvulsant drugs. Statistical
differences were obtained after ANOVA and Tukey’s test (n = 9). (*) indicates a statistical difference for the control
group, (#) indicates a statistical difference for the group that received TDF+PTZ, (+) indicates a statistical difference for
the TDF+PTZ+ PTN group, and (*) indicates a statistical difference for the TDF +PTZ+ PBT group. The p values
between the mean amplitudes are represented by asterisks *p<0.05, **p<0.01 and ***p < 0.001.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754.9008

enzyme in the vascular smooth muscle of the penis. This potentiates the endogenous effects of
NO, synthesized by nitric oxide synthetase (NOS), which activates guanylate cyclase (GC) and
induces cyclic guanosine monophosphate (cGMP) production. This mechanism causes relaxa-
tion of the smooth muscles of the penis and arterial dilation, promoting erection by distending
the corpora cavernosa [20, 35, 36].

As PDES5 inhibitors can cross the blood-brain barrier [7], effects on the nitrergic pathway
can be expected in brain cells. In this sense, studies demonstrate the association between the
nitrergic pathway and a decrease in the seizure threshold [21, 23, 37]. NO has an excitatory
role in the pathogenesis of seizures [21, 37], in which the administration of NO SYNTASE
antagonists (L-NAME) may increase the seizure threshold [21], and excessive NO production
under pathological conditions lowers the PTZ-induced seizure threshold [37].

The variations in power intensities in brain oscillations can be caused by the use of drugs
[38, 39], like hormonal disorders and testosterone replacement therapy [40]. Studies on alpha
rhythm show that increased amplitude in the alpha is related to somatization severity observed
in patients after accounting for the influence of anxiety and depression [41, 42]. Other studies
also add consequences like worsening performance in automotive simulators among patients
with increased theta, alpha, and beta waves in the occipital region [43]. Our analysis of ECoG
records in rats demonstrated an increase in power in the frequency bands in alpha after the
application of Sildenafil and Tadalafil. It also demonstrated the synchronization of the eleva-
tion of the powers in the brain oscillations in alpha, beta, and gamma after the application of
PDES5 inhibitors.
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The presence of PDE5 has been found in the rodent cerebral cortex and hippocampus
regions, where administration of selective PDE inhibitors would cause accumulation of cGMP
[44]. However, it is also important to highlight the possibilities of adverse effects [45]. Further-
more, decreased epileptic threshold (proconvulsant action) has been reported following the
use of PDE inhibitors [15-19, 46]. According to Hamoy et al. [27] and Silva de Melo et al. [28],
an increase in the frequency band in beta in the motor cortex of rats is related to the onset of
seizures. This data corroborates with our results, which demonstrate that the use of Sildenafil
and Tadalafil increased the power of the frequency band in beta.

The beta range is modulated by cognitive tasks that require a relationship between sensory
and motor states [47, 48]. Brain stimulation by electrotherapy shows a significant increase in
beta waves as well as increased alertness, focus and concentration [49]. There are disagree-
ments between authors as scientific texts are correlating the increase of this particular fre-
quency range with anxiety, restlessness, and irritation in sleep disorders [50, 51] or
associations of this band along with theta forces in depressive conditions and chemical depen-
dence [52]. The use of Sildenafil and Tadalafil increased brain oscillations in beta, which may
be related to one or more of the various neurological disorders mentioned.

Other findings of interest include the increase in gamma wave amplitudes observed in
rodents undergoing Tadalafil experiments, which was related to the increased presence of
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catecholaminergic neurotransmitters in the cortex [53]. It is also observed in patients who use
Modafinil for the treatment of schizophrenia [54] and used for the improvement of sensory
perception activities, attention and maintenance processing of memory information, and state
of consciousness [47, 55].

There are also increases in delta, alpha, and beta potency in the use of heroin and morphine
that exhibit an EEG profile similar to the results obtained with Sildenafil, as this drug has
caused a similar change to the three waves mentioned above [56]. Work in progress on modu-
lating micromolecule-based synaptic plasticity such as NYX-2925—modulating NMDA recep-
tors—for the treatment of pain in diseases such as fibromyalgia and diabetic peripheral
neuropathy also seeks to increase alpha waves [57]. Our work demonstrated the synchroniza-
tion of increased powers in the alpha and beta bands after the use of Sildenafil and Tadalafil.

According to Sroykham & Wongsawat [58], in the analysis of the EEG of patients at rest,
the proportion of delta and beta oscillations can estimate the hormonal levels of testosterone
and cortisol, being biomarkers for physiological and psychological disorders.

The increase in beta potency is related to the aggressive behaviour observed in the animal,
due to activity observed in the thalamic and cortical regions [40, 59, 60]. According to our
data, the increase in the potency of the beta oscillations may be related to the decrease in the
seizure threshold since, after the application of PTZ, there was an increase in the recorded
potency for the groups that received Tadalafil and Sildenafil in advance. Milman & Arnold
[61] showed evidence of an association between Sildenafil and several adverse effects on the
central nervous system, including seizures.

Fast-wave EEG markers have been revealed, with the observation of increased alpha and
beta activities in attention deficit hyperactivity disorder [62]. In a similar population, an
increase in beta potency in the parietal and occipital lobe regions was identified after the use of
methylphenidate or atomoxetine [63]. Animals receiving Sildenafil and Tadalafil showed
increased alpha and beta oscillations.

Beta desynchronization is an essential process in the generation of movement [64]. Alpha is
associated with the recruitment of a functional assembly required to generate the motor output
[65, 66]. Therefore, when relating alpha and beta, it is possible to infer that the proportion of
beta increases synchronized with alpha, observed in the spectral power distribution. Therefore,
both Sildenafil and Tadalafil can cause a delay in the execution of planned movements.

According to de Carvalho et al. [20], Sildenafil lowers the epileptic threshold which could
be related to increased cholinergic and nitrergic activity in the brain. Nieoczym et al. [15]
noted that Sildenafil did not significantly influence the focal seizure threshold in the rat model
with amygdala epilepsy, nor did it influence seizure severity and had weak anticonvulsant
action. Nieoczym et al. [14], observed that there was no influence of Sildenafil on the latency
of clonic seizures induced by cocaine administration, and it did not influence the incidence of
mortality.

However, in the literature, there are reports of alterations in brain homeostasis related to
the use of PDE5 inhibitors [24, 35, 67-69]. Our data demonstrates that both Sildenafil and
Tadalafil increased the recording potency after PTZ administration. However, the recordings
of the PTZ Sildenafil group showed higher energy intensity bursts when compared to the PTZ
and Tadalafil groups.

Gholipour et al. [13] suggests that PDES5 inhibitors may facilitate GABA (A)-mediated inhi-
bition and may potentiate the action of Benzodiazepine against PTZ-induced seizures. Assess-
ing the possible decrease in seizures, anticonvulsants in the Tadalafil-PTZ and Sildenafil-PTZ
groups showed Phenytoin did not adequately control the model seizures. For the Sildenafil
+PTZ group, Phenytoin had no effect. Phenobarbital and Diazepam were more efficient in
controlling seizures.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0294754 November 30, 2023 13/18



PLOS ONE

Hidden risks: PDES inhibitors and seizures

Conclusion

PDES inhibitors altered the electrocorticographic recordings in the motor cortex of the rats,
causing an increase in potency in the alpha and beta frequency bands synchronously. After the
induction of seizures with PTZ, there was an increase in energy during the more persistent
potential for the Sildenafil group. Phenytoin did not adequately control the model seizures and
showed a better response to Phenobarbital and Diazepam. These findings indicate that the use
of PDES5 inhibitors may precipitate changes in the neurological system with impairment of the
nitrergic pathway.
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