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RESUMO

Objetivo: Este estudo teve por objetivo avaliar a agdo da pravastatina em ratos
infartados normocolesterolémicos em relagcao aos lipides plasmaticos, colesterol e
peroxidacdo lipidica tecidual e fungdo endotelial. Métodos: Foram utilizados
cinquenta ratos wistar machos com trés meses de idade e pesando entre 300 a
400 gramas, divididos em cinco grupos (N=10) e divididos nos seguintes grupos:
grupo ratos controle (G1), grupo ratos sham (G2), grupo ratos com infarto
experimental do miocardio (G3), grupo infarto experimental do miocardio e
pravastatina sete dias apos o infarto (G4) e grupo infarto experimental do
miocardio e pravastatina sete dias antes e acrescido de sete dias apds infarto
experimental do miocardio (G5). A pravastatina foi administrada na dose de
7,5mg/kg/dia via gavagem. Os grupos G3, G4 e G5 foram submetidos a infarto do
miocardio por meio da ligadura da coronaria descendente anterior. No final do
experimento de cada grupo ocorreu a canulagdo da artéria cardtida para
verificagdo da pressao arterial. Os animais foram sacrificados mediante anestesia
com tiopental sédico 30 mg/kg e, apds, foi realizado o estudo da fungéo
endotelial, dosagem dos lipides plasmaticos, colesterol e peroxidagcéo lipidica
tecidual. Para analise dos resultados utilizou-se o teste de Man Whitney e analise
de variancia. Resultados: Ndo houve diferencas significativas entre os grupos
quando observado os valores de glicose e triglicérides. O colesterol total no grupo
G4 foi significantemente menor quando comparado aos demais grupos (p<0,05).
Em relagcdo a HDL — colesterol houve significancia quando comparado o grupo G5
aos grupos G3 e G4. A LDL — colesterol apresentou-se significantemente menor
quando comparado os grupos G4 e G5 ao grupo G3. O colesterol tecidual nos
grupos G4 e G5 foi significantemente menores quando comparado ao grupo G3. A
diferenca significativa em relagdo a peroxidacao lipidica ocorreu no grupo G4
quando comparado ao grupo G2. O relaxamento dependente do endotélio foi

significante maior quando comparado os grupos G4 e G5 aos grupos G1, G2 e
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G3. Em relagéo a pressao arterial a significancia ocorreu entre os grupos G3 e G4.
Conclusao: A pravastatina, quando administrada em ratos normocolesterolémicos
com infarto do miocardio, diminuiu o colesterol total, LDL — colesterol, colesterol
tecidual, peroxidacéo lipidica e aumentou HDL — colesterol. Quanto a fungao
endotelial, a pravastatina quando administrada antes, durante ou apds o infarto

resultou em melhora da disfungao endotelial.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate pravastatin action in the experimental myocardial infarct
regarding to the endothelial function, plasmatic lipid, tissue lipidic peroxidation and
cholesterol in infarcted normocholesterolemic rats. Materials and Methods: Fifty
wistar rats were used divided in 5 groups (n=10): control group (G1), sham group
(G2), infarct group (G3), infarct group with pravastatin seven day after the infarct
(G4) and infarct group with pravastatin 7 day before and 7 day after the infarction
(G5). Pravastatin was administrated 7,5mg/Kg/day via gavage. The groups G3, G4
and G5 were infarcted through the anterior descendent coronary tying. The
animals were sacrificed by means of anesthesia with sodium thiopental 30mg/Kg
and after this the endothelial function (Rmax), total cholesterol dosage (CT),
triglycerides (TG), high density lipoprotein (HDL — c), low density lipoprotein (LDL —
c), tissue lipidic peroxidation (MDA) and (Cte) cholesterol were performed. In order
to do the statistical analysis the Man Whitney Test and variance analysis were
used (p< 0,05 significance). Results: There was no significant difference among
the groups when compared the glucose values and triglycerides. The total
cholesterol G4 groups it was smaller significant when compared to the other
groups (p<0, 05). In relation to HDL — c there was significance when compared the
G5 group to the G3 and G4 group. LDL — c presented - if smaller significantly
when compared the G4 and G5 groups to the G3 groups. The tissue cholesterol in
the groups G4 and G5 there was smaller significant when compared to G3 group.
The significant difference in relation to lipidic peroxidation it happened in the group
G4 when compared to group G2. The dependent relaxation of the endothelium it
was significant larger when compared the G4 and G5 groups to the G1, G2 and G3
groups. In relation to blood pressure the significant happened between the G3 and
G4 groups. Conclusion: Pravastatin when administered in normocholesterolemic

with myocardial infarct, it reduces the total cholesterol, LDL — c, tissue cholesterol,
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lipidic peroxidation and it increased HDL — c. As the function endothelium, the
pravastatin when administered in normocholesterolemic rats with myocardial
infarct, before, during or after the infarct of the myocardium it resulted in

improvement of the endothelium dysfunction.
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1. INTRODUCAO
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A doencga aterosclerética € a principal causa de morbidade e mortalidade
mundial, sendo o mais importante mecanismo etiopatogénico do infarto do
miocardio ' ?. Considerado um problema de saude publica nos paises
industrializados e, ja na década de 50 era a maior causa de mortalidade nos
paises desenvolvidos . Com o surgimento das unidades coronarianas, uso de
fibrinoliticos, betabloqueadores, acido acetilsalicilico e o desenvolvimento da
angioplastia coronariana houve redugdo na taxa da mortalidade hospitalar em

individuos com infarto do miocardio nas primeiras horas de sua evolugégo “.

No Brasil, no periodo entre 1995 a 2003, houve um aumento de 45,7% no
numero de internagdes por infarto do miocardio. Em Sao Paulo entre 2000 a 2002
as doencgas isquémicas do coracgao foram as principais causadoras da mortalidade
em todas as faixas etarias . Atualmente, é considerada a maior causa de morte
isolada no pais e o principal fator responsavel pela elevada mortalidade é a
despreocupagao em relagédo aos sintomas e o consequente retardo na procura por
socorro. Estima-se que ocorra cerca de 300 a 400 mil casos anuais de infarto do
miocardio, ocorrendo 325.000 mortes por doenca aterosclerética fora do hospital
ou em servigcos de emergéncia hospitalar sendo um oébito a cada cinco a sete

casos © 7).

Projegcdes para o ano de 2020 apontam a doenga aterosclerética como a
principal causa de morte em consequéncia do aumento na expectativa de vida,
ingestdo de dietas ricas em gorduras saturadas, tabagismo e estilo de vida
sedentario, acrescido as mudangas socioeconémicas relacionadas a urbanizacgao,

repercutindo na elevacéo de fatores de risco para o infarto do miocardio ©.

Os estudos de Framingham ® s30 pioneiros em ressaltar a importancia de
alguns fatores de risco para o desenvolvimento do infarto do miocardio, dentre
eles o tabagismo, niveis elevados de lipoproteina de baixa densidade (LDL -
colesterol), baixo de lipoproteina de alta densidade (HDL - colesterol), diabetes

melito, hipertensao arterial sistémica, historico familiar, obesidade e sedentarismo.

Introdugao
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English et al. (1940) ©) foram os primeiros a verificar a estreita relagéo
entre tabagismo e a mortalidade por doenca isquémica do coragdo. Os
constituintes da fumaga do cigarro: monoxido de carbono, nicotina, alcatrdo, entre
outros, através de mecanismos que incluem a disfuncdo endotelial, oxidagado da
LDL - colesterol, redugdo da HDL - colesterol, aumento dos niveis das moléculas
de adesao, fibrinogénio e da agregacgao plaquetaria provocam formagao de placa
aterosclerdtica podendo desencadear infarto do miocardio. Paiva et al. (2003)!"
verificaram que ratos wistar submetidos a exposi¢ao crénica da fumacga do cigarro
por 30 dias apresentaram depressdo miocardica ventricular esquerda resultante

de alterac¢des no tdnus dos vasos, com consequente aumento da pds-carga.

Diversos estudos & > 7® verificaram a agdo dos fatores de risco na
ocorréncia do infarto do miocardio e constataram que, quando associados,
desencadeiam disfungcdo endotelial através das modificagdes nas funcdes
regulatorias do endotélio o que resulta em vasoconstricdo. Dentre os estudos
realizados esta o Effect of Potentially Modifiable Risk Factors Associated with
Myocardial Infarction " (the INTERHEART study) que avaliou a importancia dos
fatores de risco para doenca aterosclerética acompanhando individuos com infarto
do miocardio e observou que o tabagismo e a dislipidemia sobressairam de modo
surpreendente, compreendendo mais de dois ter¢cos dos riscos responsaveis pelo
infarto do miocardio. O estudo Risk Factors for Myocardial Infarction in Brazil ("
(AFIRMAR Study Investigators) classificou o tabagismo como um dos principais
preditores de risco para o infarto do miocardio, principalmente em fumantes ativos
(= 5 cigarros/dia). O tabagismo constitui o maior fator de risco cardiovascular
isolado, é considerado fator de risco independente, sendo a vasoconstricdo um
dos efeitos cardiovasculares mais marcantes. O tabagismo apresenta for¢ca de
associacdo mais potente com eventos aterotromboéticos no infarto do miocardio

que a aterosclerose coronariana isoladamente (* ),

No Laboratorio de Endotélio, Lipides e Aterosclerose do Nucleo de
Medicina e Cirurgia Experimental — FCM, da Universidade Estadual de Campinas,

Ribeiro Jorge et al. (1995) ") verificaram que ratos wistar machos expostos a altas
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doses de fumacga de tabaco (dois cigarros sem filtro) em uma camara fechada
durante trinta minutos duas vezes ao dia, quando comparados a ratos sham —
fumantes (mesmo ambiente, porém, sem presenca de tabaco), apresentaram

disfungéo endotelial e aumento no colesterol plasmatico.

A disfuncdo endotelial e a alteracdo no colesterol plasmatico estédo
presentes também em individuos diabéticos. O diabetes melito tipo 2 aumenta
consideravelmente o risco individual para doenca aterosclerdtica por estar
associado ao disturbio lipidico aterogénico, onde o nivel de lipoproteina mostra
uma relacgdo inversa ao nivel de insulina, o que determina ser um fator de risco
cardiovascular. A associacao entre diabetes melito e infarto do miocardio tem sido
demonstrada, ndo somente em individuos diabéticos, mas também em fases mais
precoces da doenga, quando a alteragdo glicémica ocorre somente em periodo
pos-prandial. Isso torna a incidéncia do infarto do miocardio quatro vezes maior
em individuos diabéticos com qualquer nivel de colesterol, quando comparado a
individuos n&o diabéticos e independe de outros fatores de risco tradicionais '®. O
aumento excessivo da produgéo de acido graxo em diabéticos, devido a elevagao
da concentracdo da glicose circulante, em consequéncia da deficiéncia da
insulina, resulta em maior producdo de endotelina (ET), um potente vasoconstritor.
Como consequéncia, ocorre disfungcdo endotelial tanto em humanos quanto em
animais, devido aos sistemas de remocgao de radicais oxigenados livres estarem
menos ativos, permitindo, desta maneira, que o endotélio seja alvo para o ataque
de radicais livres. Isto se da por meio da reducéo do estado antioxidante celular ou

718) 'O diabetes melito,

da maior suscetibilidade da LDL - colesterol a oxidacao
também, desencadeia alteragdes no metabolismo proteico em funcdo do
desequilibrio causado pelo hipoinsulinismo entre a sintese e degradagao de
proteinas, afetando negativamente na cicatrizagao dos tecidos. Ja no metabolismo
das gorduras o aumento na degradacdo de acido graxo livre que estimula a
geracao de anion superoxido por células endoteliais e vasculares contribui para a
diminuicdo da biodisponibilidade do oxido nitrico (NO) e ocasiona disfungéo

endotelial e aumento da resisténcia a insulina ('°29,
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O Nurse’s Health Study ®" (NHS) indicou que sobrepeso/obesidade pode
atuar como fator de risco cardiovascular de modo independente, diretamente
sobre o processo aterosclerdtico, ou associado a fatores de risco causais, tais
como hipertensédo arterial, hipercolesterolemia, diabetes, tabagismo. Assim, a
obesidade pode atuar influindo na evolugdo da aterogénese e na geragao de

sindromes isquémicas agudas, como o infarto do miocardio.

O estudo The National Health and Nutriion Examination Survey ©?

(NHANES) comprovou que o sedentarismo também faz parte do grupo de fatores
de risco para eventos coronarianos, sendo responsavel pelo aumento do peso

corporal, pela elevagao das triglicérides e pela redugdo da HDL — colesterol.

A hipertensao arterial também faz parte dos fatores de risco para doenca
aterosclerética®. Considerada um fator de risco primario pode ocorrer em todas as
idades e em ambos os sexos, tem origem multifatorial e esta associada a um
conjunto de fatores metabolicamente interligados “*). E considerada como o fator
que prevalece entre portadores de doenca isquémica do coracdo .
Caracterizada por alteragdes estruturais e funcionais na membrana celular, a
hipertensdo arterial causa anormalidades metabdlicas, determinando alteragdes
no colesterol plasmatico, que por sua vez estdo intimamente correlacionados com
a disfuncéo endotelial ®®. A semelhanca entre hipertensdo humana e a observada
em ratos inclui: fatores ambientais, predisposicéo genética, adaptagdes estruturais
e precoces do coracdo e vasos, aumento da resisténcia periférica total sem

expans&o de volume e igual resposta ao tratamento com drogas #” 2%,

A disfungdo endotelial observada na hipertensao arterial esta relacionada a
deficiéncia na produgédo, na biodisponibilidade do NO ou no aumento da atividade
da ET e angiotensina Il (ang IlI). A distens&o arterial induzida pelo aumento da
pressdo arterial faz com que o endotélio fique mais suscetivel a migragdo de
macromoléculas e células na parede arterial, incluindo mondcitos, macrofagos e
principalmente LDL — colesterol, desencadeando estresse oxidativo e disfungéo

endotelial ??.
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O sistema renina angiotensina é um dos fatores determinantes no equilibrio
do funcionamento do sistema cardiovascular como um todo e exerce papel no
controle da pressdo arterial. A produgdo de radicais livres de oxigénio pela
ativacdo do receptor AT1 da angiotensina promove a inativagdo do NO, aumento
da oxidagao da LDL - colesterol, captagao da LDL oxidada e formagao das células
espumosas. A presenca do desequilibrio na modulagcdo existente entre os
peptideos do sistema renina angiotensina, levando ao predominio da ang Il via
receptor ATIl, ou a redugdo da angiotensina (1-7) via receptor Mas, estédo
intimamente relacionados ao aparecimento e progressdao da doenga
aterosclerotica. A ang I, ativada via receptor ATI, é um potente vasoconstritor que
contribui para expressdo de moléculas de adesido, aumento na expressdo de
citocinas, quimiocinas, oxidacdo de LDL - colesterol e peroxidagcao lipidica.
Também, favorece o recrutamento de mondcitos e linfocitos, proliferacdo de
musculo liso vascular, disfungdo endotelial, inibicdo da ativagdo do plasminogénio,
aumento da resisténcia periférica, diminuicdo da oferta do NO e aumento da

produgdo de radicais livres de oxigénio e nitrogénio (ERONS) #°37,

Existe forte associagcao entre a hipertensdo arterial e a dislipidemia. A
relagdo entre ambos os eventos ¢ a disfuncdo endotelial ®*). A dislipidemia, cujo
perfil lipidico é caracterizado pelo aumento dos triglicérides, diminui¢do da HDL -
colesterol e alteracdo qualitativa da LDL — colesterol, torna-a mais aterogénica e

confere elevado risco para doenca aterosclerética.®?.

E conhecido, que a hipercolesterolemia é consequéncia da remocao
deficiente de lipoproteina rica em colesterol que passa a se acumular na corrente
sanguinea. Em paralelo, a hipercolesterolemia estimula o aumento da produgéo
de espécies reativas de oxigénio pelo endotélio. A combinagdo do aumento do
numero de particulas, do prolongamento do tempo de resisténcia dessas
lipoproteinas na circulagado e o aumento da produgédo endotelial de radicais livres,
aumentam substancialmente a produgdo de LDL - colesterol oxidado nos

individuos hipercolesterolémicos. Além de causar disfuncdo endotelial, a
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hipercolesterolemia também estimula a ativagdo de sistemas vasoconstritores,

como a cascata renina — angiotensina e ET.

O infarto do miocardio consiste na morte dos miécitos que € causada pelo
desequilibrio prolongado entre o suprimento e a demanda de oxigénio devido a
repentina redugdo do fluxo sanguineo coronario, geralmente causada pela
presenca de aterosclerose. Quando o fluxo sanguineo € interrompido, uma série
de processos metabdlicos e enzimaticos é afetada. As reservas de adenosina
trifosfato (ATP) sdo rapidamente desgastadas, ha acumulo de lactato, a célula
torna-se acidotica. As proteases intracelulares sdo ativadas e ocorre reducédo na
concentragédo de antioxidantes enddgenos, levando a um aumento na produgéo e
liberacdo dos radicais livres. Isso determina profundas alteragdes metabdlicas,
elétricas e contrateis no miocardio. Sendo assim, o infarto do miocardio resulta em
aumento do estresse oxidativo onde as espécies reativas de oxigénio ativam
diversos sinalizadores celulares que participam do processo inflamatério da regido
infartada. Os niveis de diversos moduladores como ang Il, ET, catecolaminas,
fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6) e fator
de crescimento encontram-se aumentados nos individuos com infarto do
miocardio, com participagdo na regulagdo dos eventos iniciais do infarto, como
reacao inflamatoria e processo de cicatrizagdo. O processo inflamatério é
caracterizado pelo acumulo de células inflamatérias e edema, seguindo-se a fase
de proliferagdo de fibroblastos com depdsito de colageno e o tecido necrotico é
substituido pelo fibroso. O miocardio passa a sofrer modificagbes que resultam em
alteragcbes nao somente no tecido infartado, mas em todo o coracédo e aparelho

cardiovascular @3 34 3%

Durante a fase recente do infarto ocorrem, também, alteracbes
hemodindmicas como a queda do volume sistélico, débito cardiaco e pressao
sistélica do ventriculo esquerdo. A diminui¢do do volume de ejegéo por disfungéo
contratil do ventriculo esquerdo leva ao aumento da isquemia, tanto por aumento

do trabalho cardiaco como por diminuigdo da perfusdo consequente a diminui¢cao
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da pressao arterial, que acarreta aumento da disfuncéo ventricular. Paralelamente,

ocorre aumento da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo .

A oclusdo coronariana € a técnica mais utilizada para o estudo das
alteragdes fisiopatologicas decorrentes do infarto experimental do miocardio,
sendo o rato um animal muito utilizado para este fim. Algumas caracteristicas
justificam este fato: por ser um animal de pequeno porte, facil de ser obtido e
manuseado, resistente a agressao cirurgica, rapida capacidade de desenvolver o
infarto em todas suas etapas (necrose, cicatrizagdo e remodelamento) . O rato
possui circulagdo colateral escassa e as alteragdes morfoldgicas e funcionais
decorrentes do infarto se assemelham aquelas encontradas em humanos ©°. Silva
et al. (2005) ®" verificaram que o miocardio de ratos wistar, apds serem
submetidos a isquemia, sofreu modificagdes que resultaram num complexo de
alteragdes envolvendo n&o somente o tecido lesado, mas todo o miocardio. Para
adaptar-se a nova condigdo, a regido isquémica modificou-se morfologicamente e
apo6s a reacao inflamatéria local, as fibras lesadas comecaram a ser substituidas
por tecido fibroso, formando uma cicatriz. Observou-se, também, aumento na
lipoperoxidacdo e diminuicdo da atividade das enzimas antioxidantes, que

representam uma situacao de estresse oxidativo.

A expansao do infarto € responsavel por varias alteracbées hemodinamicas.
Em ratos, a fungdo ventricular e a sobrevivéncia estao relacionadas ao tamanho
do infarto e, desta maneira, infartos menores que 30% n&o apresentam
anormalidades hemodinamicas, infartos moderados, entre 31 e 46% tém valores
basais normais, mas capacidade reduzida de gerar pressao e o infarto grande =
46% apresenta elevacdo na pressao diastdlica e redugdo do débito cardiaco.
Dentro de trés horas apds a oclusao € possivel identificar alteragdes sistdlicas e
diastdlicas **). Em relagdo a mortalidade, Pfeffer et al. (1985) ©® verificaram que
para infartos pequenos, moderados e grandes a taxa da mortalidade fica ao redor
de 50%, 75% e 85% respectivamente.
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Em humanos admite-se que, apds o infarto do miocardio, ha uma repentina
e significante diminuigdo no colesterol plasmatico e os menores valores séo
obtidos entre o quarto e quinto dia ®¥. O declinio pés-infarto ocorre devido a
resposta de fase aguda incluindo vasodilatagao, infiltracdo de leucdcitos, ativagéao
de mondcitos em macrofagos e liberagdo de citocinas, que atuam sobre o figado
ocasionado mudangas na concentragao de varias proteinas no plasma, incluindo
lipoproteina e proteina C reativa (PCR). Ocorre diminuicdo nos niveis da
apolipoproteinas — A — | (apo A — |) e apolipoproteina — B (apo — B) que reflete a
diminuigdo do colesterol plasmatico “?. Enquanto o colesterol plasmatico diminui
apos o infarto, os triglicérides aumentam, devido ao aumento da PCR que interfere
em seu catabolismo, por se ligarem seletivamente a LDL — colesterol e a
lipoproteina de muita baixa densidade (VLDL — colesterol), que interfere em seu
catabolismo “". A PCR é um fator de risco independente para o infarto do
miocardio, considerada um marcador de resposta inflamatéria produzida,
principalmente, pelo hepatdcito, através do estimulo da IL-6. A PCR induz a
expressao de moléculas de adesao, aumenta a capacidade de captacao de LDL —
colesterol pelos macrofagos e reduz a expressdo da o6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) “?*344 O endotélio é uma camada unicelular que reveste a
superficie luminal de todos os vasos sanguineos “*. No passado era considerado
apenas uma barreira inerte, mas, atualmente € reconhecido como um 6rgéao
metabolicamente ativo com funcdes autdcrina, paracrina e endocrina “®). E
seletivamente permeavel e possui receptores para varias moléculas na membrana
celular incluindo proteinas (fatores de crescimento, proteinas coagulantes e
anticoagulantes), particulas transportadoras de lipides (LDL - colesterol),
metabdlitos (NO e serotonina) e hormaénio (ET) “”). Além de produzir mediadores
vasoconstritores e vasodilatadores que atuam no controle do ténus e do fluxo
vascular em situagbes fisiologicas, o endotélio desempenha também papel

protetor do vaso sanguineo “®),

Furgchott e Zawadski (1980) “® estabeleceram o endotélio como a sede do

desencadeamento de grande parte das doengas vasculares, confirmando o
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relaxamento vascular em resposta a efetores como acetilcolina (ACH). A ACH e
outras substancias vasoativas, designadas vasodilatadoras dependentes do
endotélio, requerem a integridade funcional das células endoteliais para produgéo
de relaxamento arterial. Moncada et al. (1977) ©® ja haviam verificado a
importancia do endotélio no controle do ténus vascular através de substancias
vasoativas. Palmer et al. (1987) ®") e Ignarro et al. (1988) ©®? demonstraram que o
relaxamento vascular induzido por ACH foi dependente do endotélio e
evidenciaram que o efeito demonstrado era mediado por um fator de relaxamento

derivado do endotélio denominado NO.

O NO ¢ sintetizado nas células endoteliais vasculares a partir da oxidagao
do aminoéacido L-arginina pela agdo da eNOS. E liberado em condigdes basais
pelas células endoteliais, mantendo o vaso em estado de dilatagdo mediante
estimulos que incluem as alteragdes do fluxo sanguineo, estresse parietal e
tensdo do oxigénio. Atua como inibidor da ades&o e agregacdo plaquetaria,
impede a proliferagdo de musculo liso vascular, limita o recrutamento de leucdcitos
pela célula endotelial e inibe a producdo do fator tecidual. Assim, em condi¢des
como a hipercolesterolemia, hipertensao arterial sistémica, entre outros, a
producdo de NO pode nao se alterar, porém, sua biodisponibilidade pode ser
diminuida pela excessiva produgao de radical superdxido na parede vascular ©
) As células endoteliais, também produzem vasocontritores potentes, como a
ET, que tem por funcdo regular o fluxo sanguineo arterial. E liberada das células
endoteliais ligando-se a receptores especificos nas células musculares lisas
vasculares, que resulta em aumento da concentracio intracelular de calcio e leva
a vasoconstricdo. No endotélio funcionalmente intacto, a ET estimula produg¢ao do
NO que entdo modula a agao vasoconstritora e reduz a sintese da prépria ET. Os
fatores de risco cardiovasculares mais freqientes levam a modificagcdes nas
fungdes regulatérias do endotélio com perda da agdo vasodilatadora tornando-o
incapaz de manter o homeostase vascular que aumenta a propensido a
vasoconstricao, trombose, inflamacao, proliferagdo celular na parede do vaso e

diminuicdo na producdo ou biodisponibilidade do NO. Essas modificagdes na
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funcao vascular caracterizadas pelo desequilibrio entre a agcado vasodilatadora e a
vasoconstritora, predominando a vasoconstricdo, foram denominadas de
disfuncéo endotelial *°*®). A disfuncdo endotelial foi caracteriza por Ludmer et al.
(1986) ©° em humanos ao verificar que artérias coronarias ateroscleréticas
contraem em resposta a infusdo de ACH, enquanto coronarias normais
apresentam dilatacdo. Dentre as alteracbes ocasionadas, a diminuicdo na
biodisponibilidade do NO pelo endotélio é considerada a mais importante devido a
inativacdo oxidativa causada pela excessiva producdo de radicais livres de
oxigénio na parede vascular. O radical superoxido, uma das principais espécies
reativas de oxigénio, reage rapidamente com o NO que inibe sua bioatividade e
gera o peroxinitrito, que é capaz de oxidar moléculas de LDL - colesterol. As
espécies reativas de oxigénio participam de varias vias sinalizadoras, inclusive
aquelas relacionadas ao crescimento normal das células musculares lisas, mas,
gquando em excesso, levam a disfuncdo endotelial, oxidacdo de lipides e
expressao de genes responsaveis pela modulagao e transcrigdo de moléculas pro-
inflamatodrias, tais como as de adesao vascular (VCAM-1), de adesao intercelular
(ICAM-1) e atrativas de mondcitos (MPC-1). A via comum a varios estimulos
aterogénicos, dentre os quais se incluem os receptores AT1 de ang Il, a
hipercolesterolemia, a hipertensdo arterial, o diabetes melito, tabagismo, entre
outros, € o aumento da produgao de espécies reativas de oxigénio radicais livres,
principais componentes dessa via metabodlica em células endoteliais, musculares
lisas e fibroblastos. Desta forma, a disfuncdo endotelial pode também ser
caracterizada como um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e

mecanismos antioxidantes ©%.

Independente de outros fatores cardiovasculares, a disfuncdo endotelial
representa um marcador precoce da aterosclerose ocorrendo antes mesmo que se

®%  Sendo a

possa detectar qualquer alteragdo morfolégica no vaso
hipercolesterolemia um dos fatores responsaveis pela disfuncdo endotelial e
aterosclerose, a terapéutica com os agentes hipolipemiantes tem demonstrado ser

uma estratégia adequada ao tratamento e prevengdo. Dentre os diversos
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medicamentos utilizados na reducao do colesterol plasmatico, as estatinas tém se

destacado na reducao de eventos cardiovasculares, como o infarto do miocardio.

Desde que as estatinas foram aprovadas para uso no tratamento da
hipercolesterolemia em 1987, houve um consideravel avanco na compreensio de
sua acado farmacolégica e seu beneficio terapéutico na prevengao primaria e
secundaria em eventos coronarianos. Considerada a primeira linha no tratamento
da hiperlipidemia, as estatinas foram desenvolvidas e testadas clinicamente com
base na sua capacidade em interromper a biossintese do colesterol, de forma
potente e eficaz ®®. Originarias em culturas de fungos, a primeira substancia desta
familia, a vastatina, foi isolada da cultura de Penicillium citrinum em 1976 e
chamada de compactina. Desde entdo, foram produzidas outras substancias com
férmulas estruturais semelhantes, porém mais potentes. A pravastatina foi obtida
da cultura do fungo Nocardia autrophica, sendo farmaco ativo em sua forma de
administracéo, hidrossoltvel com absorcéo de 30% a 50% da dose ingerida ©"). As
estatinas exercem seus efeitos através da inibicdo por competicdo com a
hidroximetilglutaril — coenzima — A (HMG — CoA) redutase, enzima que catalisa a
etapa inicial limitante da velocidade de biossintese de colesterol, ao impedir a
sintese do acido mevalbnico impedindo também, a sintese de intermediarios
isoprendides da via do mevalonato e da biossintese do colesterol ©®. Os
isoprendides participam da modificagdo pds-tradu¢cdo de um conjunto de proteinas
sinalizadoras intracelulares que, ao intervirem na transdugao de sinal, afetam, por
exemplo, a regulagcdo do crescimento e da diferenciagdo celular, o transporte
protéico e lipidico, processo esse conhecido como prenilacdo. As estatinas
bloqueiam a sintese dos isoprendides que resulta em menor expressao de
substancias inflamatérias ou relacionadas com a aterogénese, como IL-6,
moléculas de adesdao de mondcitos, proteinas relacionadas com a hemostasia,
como o inibidor do ativador do plasminogénio tecidual (PAI). Ao ocorrer redugéo
intracelular do colesterol com o uso de inibidor da HMG- CoA redutase, ha
estimulo para formagéo de receptor de LDL — colesterol na membrana celular o

que determina maior captacao de LDL — colesterol da circulagdo, com diminui¢cao
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no seu nivel plasmatico. As estatinas também reduzem a LDL - colesterol através
da inibicdo da sintese hepatica da VLDL — colesterol ©® 9. As estatinas atuam
primeiramente no figado onde um sistema especial de transporte permite sua
incorporacgao ao tecido hepatico para biotransformacéo. O transporte para o tecido
hepatico € influenciado pelos OATPS (Organic Anion Transporting Polypeptides),
uma familia de transportadores expressa em varios 6rgdos responsaveis pelo
transporte de varias substancias, entre elas as estatinas . Apesar dos efeitos
das estatinas serem atribuidos a sua capacidade de reduzir o colesterol

plasmatico, estudos clinicos ¢ ©V

sugerem que estas possuem efeitos que
independem da diminuicdo no colesterol plasmatico, conhecido por efeitos
pleiotrépicos. Do ponto de vista farmacodinamico, as estatinas sdo bastante
seletivas para atuacdo junto a HMG-CoA redutase e os efeitos pleiotropicos
desses farmacos parecem depender de uma menor ativagdo de algumas
proteinas que interferem em varias e importantes vias de sinalizagado celular
relacionada a genes que condicionam a sintese de citocinas inflamatorias, fatores
de coagulacéo ou relacionadas a maior expressdao do NO. Assim, a redugao do
mevalonato determina menor ativacdo das proteinas Ras e Rho promovendo
efeitos antiinflamatérios, melhora da disfungcdo endotelial, redugdo do estresse

oxidativo, redugdo da adesividade plaquetaria e da formacéo de trombos ° 601,

O aumento na evidéncia da eficacia da estatina na prote¢cdo contra eventos
vasculares independente dos niveis de colesterol tem elucidado a pesquisa sobre
os efeitos pleiotropicos deste farmaco. Acredita-se que esses efeitos ocorrem
através da ativacdo de vias mediadas pela proteina quinase que aumenta a
atividade da eNOS com aumento na producdo do NO, sintese protéica e
proliferagdo celular, que acarreta inibicdo da apoptose 2. O pioneiro estudo
Scandinavian Simvastatin Survival Study Group ©® (4S) publicado em 1994
demonstrou o beneficio da sinvastatina na prevencdo secundaria em eventos
cardiovasculares. O uso da sinvastatina em individuos com infarto do miocardio ou
angina prévia e niveis médios de colesterol total demonstrou redugdo na taxa da

mortalidade e também no risco cardiovascular. Outros estudos como o West of
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Scotland Prevention Study Group ©* (WOSCOP), Reduction of Cholesterol in
Ischemia and Function of the Endothelium ©° (RECIFE), Pravastatin or
Atorvastatin Evaluation and Infection Therapy — Thrombolisis in Myocardial
Infarction 22 2 (Prove It — 22), entre outros, também sugerem que as estatinas
apresentam efeitos benéficos que vao além da reducido do colesterol plasmatico.
O Laboratério de estudos em Endotélio, Lipides e Aterosclerose - FCM -
UNICAMP por meio de estudos experimentais tem comprovado os efeitos das
estatinas de modo especial sobre a fungdo endotelial, quando administrada na

presenca de fatores de risco, como a hipercolesterolemia.

Desde que as estatinas foram reconhecidas como os principais agentes
redutores de lipidios, sua administragcao no infarto do miocardio tem apresentado
efeitos benéficos independentes da sua agao sobre o colesterol plasmatico e LDL
— colesterol. A IV Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre Tratamento
do Infarto Agudo do Miocardio, bem como a diretriz americana, indica as estatinas
no infarto do miocardio tendo como meta terapéutica lipidica LDL < 70 mg/dI.
Sendo assim, objetivamos verificar os mecanismos da agao da pravastatina no
infarto experimental do miocardio em ratos com auséncia de fatores de riscos
conhecidos para tal situagdo, em relacdo a fungdo endotelial, colesterol e
peroxidacdo lipidica tecidual e lipides plasmaticos, no intuito de justificar sua

utilizacdo independentemente da existéncia de hipercolesterolemia.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo da pravastatina no infarto experimental do miocardio em

ratos.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a acdo da pravastatina no infarto experimental do miocardio em

relagao aos:

* Lipides plasmaticos
* Colesterol tecidual
* Peroxidacao lipidica tecidual

* Fungao endotelial

Ogjo_etivos



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais e divisao da casuistica

O trabalho foi aprovado pela Comiss&o de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA) conforme protocolo numero 1103-1. O experimento foi realizado de acordo
com as resolucgdes brasileiras especificas de bioética de pesquisa com animais Lei
n° 11.794/2008 ©7

Para realizacdo deste experimento foram utilizados ratos wistar machos
com trés meses de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual de Campinas pesando entre 350 a 400 gramas. Os animais foram
mantidos no biotério, em gaiolas coletivas, sob condi¢des ambientais controladas
de temperatura 25°C com ciclo claro/escuro (12/12horas), agua, ventilagao e ruido
e, racao a vontade. No decorrer do experimento 0os mesmos apresentaram
aspectos saudaveis o que indicou que, tanto o estado sanitario, quanto o manejo

foram realizados de forma adequada e eficiente.
Os ratos foram divididos em cinco grupos (n=10):
Grupo 1 (G1) — ratos controle, sem nenhum procedimento.

Grupo 2 (G2) - ratos sham, nos quais se transpassou o fio sob a coronaria, mas

sem dar né.
Grupo 3 (G3) - ratos controle com infarto do miocardio.

Grupo 4 (G4) - ratos com infarto do miocardio + pravastatina pos — infarto durante

sete dias.

Grupo 5 (G5) - ratos com infarto do miocardio + pravastatina durante sete dias

antes do infarto e sete dias pos — infarto.

3.2 Duracao do experimento, dose e forma de administragao da
pravastatina.
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O experimento teve duragéo de sete dias para os grupos G2, G3 e G4 e de
catorze dias para o grupo G5. Nos grupos G2, G3, G4 e G5 o sacrificio foi
realizado apds sete dias da cirurgia. Antes do sacrificio foi verificado o valor da
pressado arterial na artéria carétida e colhido sangue para dosagem dos lipides
plasmaticos, colesterol e peroxidacao lipidica tecidual e, apds, realizado o estudo

da funcdo endotelial.

A pravastatina foi administrada via gavagem na dose 7,5mg/kg/dia apos ser
diluida em agua destilada com o uso de seringa de 3ml e conectada a uma sonda

nasogastrica numero 06.

No final do experimento os animais foram sacrificados com aprofundamento

anestésico do tiopental na dose de 30 mg/kg.

1° DIA 7° DIA 14°DIA

Inicio Infarto do Miocardio

Sacrificio

SEM MEDICAMENTO

SEM MEDICAMENTO

SEM MEDICAMENTO SEM MEDICAMENTO
SEM MEDICAMENTO PRAVASTATINA

PRAVASTATINA PRAVASTATINA

0000606

Figura 1- Esquema demonstrando divisdo dos grupos, tratamento e tempo de duragao de cada

grupo.

3.3 Infarto experimental do miocardio

Materiais e Métodos
38



O infarto experimental foi realizado segundo a técnica de Johns e Olson ©®

1954, com modificagbes descritas a seguir.

Os animais foram anestesiados por meio da inalagdo de éter durante cinco
minutos dentro de uma cuba cilindrica fechada. Em seguida, foram imobilizados e
submetidos a uma incisdo entre quarto a quinto espacgos intercostais. O coragao
foi exteriorizado por compresséo lateral do toérax, realizado com o polegar e o
indicador e apos, seguro com pinga revestida de algoddo na ponta, enquanto era
feita a ligagdo da artéria coronaria. A ligadura da artéria coronaria descendente
anterior foi feita cerca de 2 mm de sua origem, com fio 4.0 surgilene, entre a borda
do atrio esquerdo e a artéria pulmonar. Logo apos, o coragéo foi recolocado na
cavidade toracica e o torax suturado com fio 3.0 de algodao. Os animais ficaram

em observagao continua por 12 horas (periodo de recuperacéo).

Foram considerados para estudo apenas o0s animais com infartos
envolvendo, no minimo, 40% da area total do ventriculo esquerdo, considerados
infartos grandes 9. A determinagéo do tamanho do infarto foi realizada através da
quantificacdo da area infartada em relagdo a area total do ventriculo esquerdo e
foi utilizado o cloreto de trifenil tetrazolio (TTC). Os coragdes foram cortados em
partes perpendiculares do septo interventricular da base a ponta do 6rgdo. Para
facilitar tal procedimento foi injetada gelatina 50% por céanula inserida no ventriculo
esquerdo através da aorta e, em seguida, resfriado para solidificagcdo do gel. A
coloracédo com TTC permite visualizar a perda da atividade enzimatica na area

infartada desaparecendo a coloragao vermelha e dando lugar a coloragao palida.

Para verificagcdo da microscopia os fragmentos foram deixados em formol
10%, envolvidos em bloco de parafina e corados com hematoxilina-eosina . A
partir dos cortes histolégicos montados em laminas e laminulas, foi delimitada a
area do ventriculo esquerdo e do infarto. O calculo da area enfartada foi realizado
através do calculo da porcentagem da area enfartada em relagdo a area total do

ventriculo esquerdo, utilizando software Scion.
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Figura 2: Demonstracgao da incisdo no 4° espago expondo gradeado costal por afastamento da
musculatura do torax

Figura 3 Demonstragdo do coracdo dentro da cavidade toracica apods a ligadura da artéria
coronaria descendente.
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3.4 Dosagens bioquimicas.

Os ratos foram deixados em jejum por 16 horas antes da coleta de sangue.
A amostra de sangue foi retirada através da puncgéo cardiaca realizada antes do

sacrificio em todos os animais. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

O plasma foi separado por ultracentrifugacdo na centrifuga refrigerada
marca HITACHAI (Modelo RC%C, Du Pont Company, Newtown, ct, EUA), a 4°C

por 20 minutos a 3.000 r.p.m e imediatamente processados.

As dosagens bioquimicas foram realizadas utilizando Kits enzimaticos da

marca Laborlab e espectofotdmetro da marca Genesys 10 vv .

Os niveis plasmaticos de colesterol total, LDL — colesterol, HDL — colesterol

e triglicérides foram expressos em mg/dl.

3.4.1 Determinacgao do colesterol total e triglicérides plasmaticos.

A medida do colesterol plasmatico foi realizada pelo método enzimatico
onde a hidrolise do colesterol e ésteres de colesterol estdo acoplados a uma
reacao de cor, monitorada a 500nm. Para cada 10 py de plasma foi adicionado um
(01) ml de reativo. A amostra foi incubada a 37°C por 5 minutos. Foi utilizada

como padrao uma concentragdo de 200mg/dlI.

A quantificagdo dos triglicérides foi realizada pelo método enzimatico por
meio do qual ocorre a liberagcédo do glicerol que é determinado por uma reagao de
cor com leitura 500nm. Para cada 10 p de amostra foi adicionado um (01) ml de
reativo. A amostra foi incubada a 37°C por 5 minutos. Foi utilizada como padrao

uma amostra de 200mg/dl.
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3.4.2 Determinagao da HDL — colesterol e da LDL - colesterol.

A determinacdo da fracdo da HDL - colesterol foi obtida pelo mesmo
método utilizado na determinagdo do colesterol total, apds a precipitacdo das
lipoproteinas que contém apo B com solugdo precipitante composta de cloreto de

magnésio e acido fosfotungstico.

As fragdes de LDL — colesterol e VLDL — colesterol foram obtidas por meio
da férmula de Friedwald (1982) ", que consiste em calcular a diferenca entre o
colesterol total e a somatéria das fragdbes de HDL e VLDL do colesterol. A
determinacao da fragdo da VLDL colesterol foi obtida através da divisdo dos niveis
plasmaticos de triglicérides por 5 e € valida para valores de triglicérides até

400mg/dl. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

3.4.3 Determinacgao do colesterol e peroxidagao lipidica tecidual.

O teor do colesterol tecidual foi medido em anéis da aorta de acordo com o
método de Naito e David (1981)"2. Os espécimes foram secos e homogeneizados
a 4°C em 1,5mL de tampéo TRIS HCL (pH 7,4), acrescido de 0,01 NaNOs. Os
lipides totais foram extraidos e homogeneizados em 10 vol. de cloroférmio
metanol contendo 0.001% de hidroxitolueno butilado, como antioxidante e, em
seguida, medido por ensaio enzimatico. O conteudo aodrtico de colesterol foi

expresso em mg/g de tecido.

A peroxidacéo lipidica foi realizada em tampé&o fosfato, pH 7,4 em presenca
de sulfato de cobre (5mM) a 37°C, por 24h. A medida da peroxidacéo lipidica foi
feita pela producdo de substancias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS),
expressas como equivalentes de malondialdeido (MDA) por mg de proteina. O
segmento da aorta toracica préximo ao arco aértico (10mg de tecido) foi macerado
e homogeneizado com 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) a 50% e depois de
misturado a um (01) ml de acido tiobarbiturico (TBA) 0,67%. A mistura foi aquecida

a 100°C por 30 minutos e em seguida centrifugado durante 15 minutos. O teor das
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substancias reativas com TBA foi determinado pelo método de Bueg et al. (1978)
(") com a leitura a 532 nm de absorbancia realizada mediante incubagdo de 100 p
de proteina de LDL/mL em tampé&o fosfato pH 7,4. O conteudo aértico de MDA foi
expresso em nmol/mg de tecido x 107. Todas as analises foram realizadas em

duplicata.

3.5 Estudo da funcao endotelial.

O estudo da funcdo endotelial foi realizado em segmento de 4-5 mm de
aorta toracica apdés a limpeza com cuidado para que o endotélio pudesse
permanecer intacto. Os anéis foram suspensos em uma solugido de Krebs —
Henseleit com a seguinte composigdo (mmol/l): NaCL, 113; KCL, 4,74; CaCLy, 1,9;
NaHCOs3, 25,0; MgSOs, 0,44; KH2PO4, 1,18; EDTA, 0,03; CsH420s6, 11,0, com pH
7,4. A solugédo foi continuamente aerada com 95% de oxigénio e 5% de gas
carbénico. Os anéis da aorta foram suspensos em dois ganchos de metal ligados
a um transdutor de forga e um registrador de eventos fisiologicos (Registrador
Narcotrace 40). Apos, uma hora de equilibrio, com troca da solu¢cdo de Krebs a
cada 20 minutos, foram distendidos a uma tenséo basal de 1g e contraidos com
noradrenalina (NE) (10M) por 10 minutos. Depois da estabilizagdo da contragdo
foi adicionado ACH de forma cumulativa (10® a 10°M) para verificar a reatividade
do endotélio através de curvas de concentracio/efeito. Apds, um novo periodo de
estabilizacdo de 30 minutos, foram feitas duas trocas da solugdo de Krebs —
Henseleit, os anéis de aorta foram contraidos com NE (10”7 M) e uma nova curva
de concentracdo/efeito com nitroprussiato de sédio (NPS) de forma cumulativa foi
obtida para verificar a contragdo da musculatura lisa da camada média da arterial,

independente do endotélio .
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Figura 4 Transdutor de forga e registrador de eventos fisioldgicos (Registrador Narcotrace 40)
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Figura 6 Anel da aorta suspenso em dois ganchos de metal
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3.6 Pressao arterial.

A verificagao da pressao arterial foi realizada diretamente na artéria carétida
(") em todos os animais, antes do sacrificio. A cateterizagdo da artéria cardtida
ocorreu apos o animal ser anestesiado com pentobarbital sédico a 3% através da
puncgéo da veia caudal. Foram administrados 0,3ml a cada 100 gramas e efetuada
a dissecacdo da artéria. Em seguida, foi introduzido um cateter de polietileno
conectado a torneira de trés vias ligada a um tubo extensor de polietileno e
conectado a um fisiografo modelo biomonitor 7 - Bese. A medida da presséo
arterial foi realizada com a calibragao do equipamento em zero, tendo como base
a linha axilar média. Os animais permaneceram um periodo em repouso depois da
instalacdo dos catéteres. Ao término da verificacdo da pressao os animais foram

sacrificados com aprofundamento anestésico do tiopental na dose de 30 mg/kg.

Figura 7 Disseccdo da artéria carétida
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Figura 8 Canulagéo da artéria carétida
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3.7 Estatistica

Os dados foram analisados no setor de estatistica da Faculdade de
Ciéncias Medicas da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Para
comparagao das variaveis foi utilizado o teste de Kruskal — Wallis ou a ANOVA
com transformagéo por postos seguida pelo teste de Tukey para localizagdo das
diferencas, quando necessario’®’”. O nivel de significancia adotado para os testes
estatisticos foi de 5%. (p<0,05).

As curvas que expressam o relaxamento dependente do endotélio foram

comparadas por analise de co-variancia.
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4. RESULTADOS
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Os resultados estdo apresentados em médias e desvios padrboes

demonstrados em graficos e tabela.

4.1 Colesterol Plasmatico

O grafico 1 representa as concentragdes plasmaticas do colesterol total nos
diferentes grupos. O grupo G4 apresentou redugao significativa na concentragéo

plasmatica do colesterol total quando comparado aos grupos G1, G2, G3 e G5.

Hl G1

Bl G2

. [ G3

60 B G4
1 . * [ G5

Colesterol Total(mg/dl)

G3 G5

Grafico 1 Colesterol total plasmatico (mg/dl). Os valores sdo expressos em médias e desvios
padrées com *p<0,05 para G4.
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4.2 Triglicérides

O grafico 2 representa as concentragbes plasmaticas dos triglicérides entre
os grupos G1, G2, G3, G4 e G5. Nao houve diferenca significativa entre os cinco

grupos.
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Grafico 2— Triglicérides plasmatico (mg/dl). Os valores sdo expressos em médias e desvios
padrées com *p < 0,05.

4.3 Lipoproteinas Plasmaticas

4.3.1 HDL - colesterol

O grafico 3 representa os valores da HDL - colesterol dos grupos G1, G2,
G3, G4 e G5. O grupo G3 nado apresentou diferenga significativa quando
comparado aos grupos G1 e G2. Houve diferencga significativa quando comparado
o grupo G5 aos grupos G3 e G4.
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Grafico 3— HDL — colesterol (mg/dl). Os valores s&o expressos em médias e desvios padrbes com
°p<0,05 para G5.

4.3.2 LDL - colesterol

O grafico 4 representa a concentragdo do LDL - colesterol nos cinco grupos.
Os grupos G2, G4 e G5 quando comparados ao grupo G3 apresentaram redugéo

significativa na concentragdo da LDL — colesterol.
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Grafico 4— LDL - colesterol (mg/dl). Os valores sdo expressos em médias e desvios padroes com
#p<0,05 para G3.

4.4 Colesterol Tecidual

O grafico 5 representa a concentracdo do colesterol tecidual nos cinco
grupos. Os grupos G4 e G5 apresentaram reducao significativa na concentragéo
do colesterol tecidual quando comparados ao grupo G3. Houve diferencga

significativa também quando comparado o grupo G1 aos grupos G2 e G4.
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Grafico 5— Colesterol tecidual (mg/g). Os valores sdo expressos em médias e desvios padrdes
com #p<0,05 para G3 e *p<0,05 para G4.

4.5 Peroxidacao Lipidica Tecidual

O teor de MDA na parede da aorta foi encontrado significativamente menor
no grupo G4 quando comparado ao grupo G2. Em relagdo aos demais grupos nao

houve diferencga significativa entre si.
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Grafico 6- Peroxidacao lipidica tecidual (mg/g de tecido x 10'7).Os valores estao expressos em
médias e desvios padrées com *p<0,05 para G4.

4.6 Fungao Endotelial

Os resultados em relagéo a fungéo endotelial estdo apresentados no grafico
7. Observou-se que houve melhora significativa nos grupos G4 e G5 quando
comparados aos grupos G2 e G3. Os grupos G4 e G5 apresentaram diferenga

significativa em relagéo ao grupo G1.
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Grafico 7—- Funcgéo endotelial. Relaxamento expresso em porcentagem na contragéo induzida pela

NE. Os pontos representam as médias e os desvios padrées com #p<0,05 para G3, *p<0,05 G4 e
°p<0,05 para G5.

4.7 Pressao Arterial

No grafico 8 estdo expressos os valores da pressdo arterial. Houve

diferenca significativa somente entre o grupo G3 em relagédo ao grupo G4.
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Grafico 8- Presséao arterial (mmHmg). OS valores sdo expressos em médias e desvios padrdes
com *p=<0,05 para G3.
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Tabela 1- Lipides plasmaticos e suas fragoes.

G1 G2 G3 G4 G5
CT 4117 £11,83* 47,90 +4,42* 50,78 +12,89* 27,29 +8,05 41,55 +6,94*
TG 38,26 +12,53 58,35 5,29 29,18 +10 37,85432,56 37,92 +29,47
HDL 11,03 +4,03  23,41+0,86  9,70+7,65° 11,15%10,10° 23,21 3,01
LDL 22,17 #10,33  12,82+524« 3517 10,29 12,15+47,80- 14,37 3,30~

- Os valores sdo expressos em médias e desvios padrdes da glicose, colesterol total e suas
fragbes. CT (colesterol total), TG (triglicérides), HDL (lipoproteina de alta densidade), LDL
(lipoproteina de baixa densidade). SignificAncia *p<0,05 em relagdo ao grupo G4, °p<0,05 em
relagdo ao grupo G5 e =p<0,05 em relagdo ao grupo G3.

Tabela 2- Colesterol e peroxidagao lipidica tecidual, fungdo endotelial e pressao arterial.

G1 G2 G3 G4 G5
Cte 553+1,94*  20,24310,99 21,59%559  13531509* 10,14 +4,78"
MDA 5,39 +2,27 8,59 2,88 7,38+3,58  3,60%169°  4,293,92
Rmax 74,87 $12,44- 61,3345,69-= 12,45+14,42>+ 86,26 +9,75 92 8,37
PA 116,1348,95  104,4414,04 96,50 +16,03 12451443  107,5+17,52

Os valores sdo expressos em meédias e desvios padrdes do colesterol e peroxidagao lipidica
tecidual, fungdo endotelial e presséo arterial. Cte (colesterol tecidual), MDA (peroxidagéo lipidica
tecidual), Rmax (relaxamento maximo do endotélio), PA (presséo arterial). SignificAncia *p<0,05
em relagdo ao grupo G3, °p<0,05 em relagado ao grupo G2, =p<0,05 em relagdo ao grupo G4 e
*p<0,05 em relag&o ao grupo G5.
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5. DISCUSSAO
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Neste estudo foi utilizado pravastatina 7,5mg/kg/dia via gavagem.
Anteriormente, essa mesma dose ® 7 e dose semelhante ®” ja haviam sido
utilizadas em ratos wistar machos. Em todos estes estudos os animais toleraram
bem o farmaco, ndo se verificando efeitos colaterais. A escolha da dose no
presente estudo se deu devido a praticidade na técnica de preparagcdo do
medicamento, ja que cada comprimido continha 10mg de pravastatina. A dose
administrada em ratos pode ser considerada alta quando comparada a dose
administrada em humanos, portanto, provavelmente diferengas biolégicas entre as
espécies justificam a necessidade desta dose para se ter a mesma eficacia na

reducao do colesterol.

O modelo da oclusdo coronariana para desenvolvimento do infarto do
miocardio é bastante eficaz devido a facilidade destes animais em produzir infarto
transmural, isto em consequéncia a auséncia de vasos colaterais e, em relacéo a
resposta morfologica, funcional e a mortalidade, cujos resultados se assemelham
aqueles encontrados em humanos. Outro ponto favoravel é a variacdo do tamanho
do infarto que é relativamente pequena entre os animais além de serem

resistentes ao desenvolvimento da hipercolesterolemia®’.

Os animais utilizados neste estudo pesavam entre 350 a 400g. Em ratos o
peso corporal e a idade estdo correlacionados, pois quanto mais idoso o animal,
mais obesos se tornam e, consequentemente, podem apresentar disfuncdo
endotelial. Neste estudo, por serem considerados ratos adultos jovens, foram
capazes de apresentar mortalidade cirurgica menor que em animais mais velhos,
em torno de 40%. Dados semelhantes encontrados ao monitorar com
eletrocardiograma um grupo de ratos infartados comprovaram que o grupo com
maior numero de Obitos apresentava uma frequéncia elevada de arritmias
cardiacas, o que justifica a alta mortalidade ®?. Os animais selecionados para o
presente estudo foram aqueles que tiveram infarto do miocardio grande, ou seja,

>40% da area total do ventriculo esquerdo ©°.
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De acordo com Yamazaki et al. (1993) ®3) o que determina o tamanho do
infarto s&o o tempo de duragéo da isquemia e o tamanho da regido isquémica. O
mesmo relata que a ligadura da artéria coronaria esquerda em ratos € um bom

modelo para o estudo da leséo de reperfusao do miocardio.

O infarto do miocardio € caracterizado por alteragdes lipidicas que se
manifestam dentro de 24 a 48 horas apds o inicio da dor precordial. Em humanos
se observa queda do colesterol total (24% a 70% do basal), do LDL — colesterol
(31%), do HDL — colesterol (12 — 18%) e aumento das triglicérides (18%) ©%.
Essas alteragcbes acontecem devido a associacdo do infarto do miocardio com
disturbios metabdlicos e hormonais durante a resposta de fase aguda, mas,
provavelmente, também, devido a utilizacdo do colesterol no processo de
reparacao celular por ser o componente principal de todas as membranas

plasmaticas e intracelulares 4% %),

s (39 41.42.43) relataram que os valores dos lipides obtidos

Estudos diverso
nas primeiras 24 horas apos o infarto do miocardio refletem os valores pré-infarto.
Apos esse periodo ocorre declinio do colesterol plasmatico, tendo diminuicédo
maxima entre o quarto e quinto dia, retornando em seguida aos valores basais,

(44) Este processo é secundario a

num periodo que varia até quatro semanas
resposta inflamatéria decorrente da lesao tecidual. Durante a resposta de fase
aguda ocorre vasoconstri¢cao, infiltracdo de leucécitos e quimiotaxia, ativagdo de
mondacitos e macréfagos e liberag&o de citocinas. As citocinas, ao atuarem sobre o
figado, geram mudangas na concentracdo de varias proteinas plasmaticas que
sdo conhecidas coletivamente como reagentes de fase aguda, incluindo as
lipoproteinas e a PCR, ocasionando uma significativa diminuigdo na concentragéo
da aproproteina A-l e apoproteina B, refletindo na diminuicdo maxima do colesterol

plasmatico “9.

Neste estudo, o valor do colesterol total no grupo G3 n&o apresentou
diferencga significativa quando comparado com o grupo G1. Em relagdo ao grupo
G2 nao houve diferenga significativa quando comparado com os grupos G1 e G3.

O valor do colesterol total em ratos wistar normocolesterolémicos encontrados na

Discussao
61



literatura ('® 7% 8. 87.88) f5ram superiores ao obtido neste estudo. Em relagdo aos
ratos infartados, o que se tem observado é que o valor do colesterol total tende a

8 88) Neste estudo o nivel do colesterol total no

aumentar na vigéncia do infarto |
grupo G3 nao apresentou diferenga significativa em relagcdo ao grupo G1,
concordante com os dados em humanos, justificado, talvez, pela utilizagdo do
colesterol para a reparagao celular apés o infarto do miocardio, no entanto,

diferente do que é observado em outros estudos em ratos “%.

Em relagao as triglicérides ndo houve diferenga significativa entre os grupos
G3 e G1, o mesmo ocorreu quando comparado com o grupo G2. Os valores
encontrados na literatura sobre a dosagem de triglicérides em ratos foram

®789) Em humanos, observa-se um aumento no nivel

superiores ao deste estudo
das triglicérides na vigéncia do infarto do miocardio. Isso se da devido ao aumento
na PCR que se liga seletivamente a LDL — colesterol e interfere em seu
catabolismo, levando ao aumento nos niveis das triglicérides “%. Antes, os
triglicérides ndo eram considerados importantes fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca aterosclerética. Atualmente, € reconhecido que a
hipertrigliceridemia prolongada induz disfungdo endotelial e contribui para o infarto
do miocardio. O estudo realizado por Bartus et al. (2005) ®® verificou que os ratos
sdo resistentes ao desenvolvimento da aterosclerose em resposta a
hipercolesterolemia prolongada, sendo a hipertrigliceridemia responsavel pela
disfungdo endotelial nesta espécie. De acordo com este autor a
hipercolesterolemia ndo prejudica a atividade do NO e da prostaglandina

endotelial.

Em relacdo a LDL — colesterol os valores obtidos nos grupos G1 e G3 nao
apresentaram diferengas significativas quando comparados entre si. Ja em relagéo
ao G2 houve diferenga significativa quando comparado com o G3. Resultados
semelhantes ao grupo G1 foram encontrados por outros autores & °V. E
conhecido que durante o processo de isquemia e/ou reperfusdo miocardica, tal
como o infarto do miocardio, ocorre alteracdo no nivel de LDL — colesterol. De

acordo com a literatura ®?, em humanos ocorre diminuigdo que se inicia no
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primeiro dia apds o infarto do miocardio atingindo o0 maximo no sétimo dia e
retornando aos valores basais apos trinta dias. Porém, de acordo com o estudo

realizado por Chacra (2000) “4

nao ocorrem diferengcas significativas nas
concentragbes plasmaticas de LDL — colesterol entre as primeiras 48 horas e o
sétimo dia pos — infarto. Esses valores se tornam menores quando comparados

aos valores obtidos no quadragésimo quinto dia.

A concentracdo elevada de LDL - colesterol tem relagcdo direta com o
desenvolvimento de doenca arterial coronariana ® e, para qualquer nivel de
concentracdo plasmatica de lipoproteina, sua retencéo na parede arterial € mais
importante do que a taxa de transporte na mesma, uma vez que ao ficar

#2) O nivel desejado para

aprisionada na intima, a LDL sofrera oxidacao lipidica
LDL — colesterol é menor que 100mg/dl e, para individuos com alto risco para
doenca arterial coronariana, menor que 70mg/dl . Esta bem estabelecido que o
nivel de colesterol total seja o principal fator de risco para doencga aterosclerética e
a LDL — colesterol e por ser o seu principal componente tornou-se, também, um

importante fator de risco para eventos coronarianos %

Ha uma relacdo inversa entre LDL — colesterol e HDL — colesterol em
relagéo ao infarto do miocardio. A HDL — colesterol apresenta efeito cardioprotetor
devido sua capacidade em inibir a oxidacdo da LDL — colesterol com consequente

4 Segundo as diretrizes

inibicdo da adesdao de mondcitos na parede vascular
mais recentes, os valores inferiores a 40mg/dl sdo considerados indesejaveis e os
valores superiores a 60mg/dl sdo considerados como protetores contra a doenga
cardiovascular aterosclerdtica ®®. A alteragdo ocorrida no metabolismo da HDL -
colesterol € devido a interagdo dessa lipoproteina com os agentes inflamatorios de
fase aguda em resposta ao infarto do miocardio e ocorre na presenga do aumento

de lipoproteinas aterogénicas, em especial a LDL — colesterol 4.

A HDL - colesterol tem como fungdo principal o transporte reverso de
colesterol, porém outras acdes foram atribuidas a ela permitindo reconhecé-la
como antiaterogénica. Dentre estas fungcbes estdo as agbes antioxidante,

antiinflamatodria, antiagregante plaquetario, anticoagulante, pré-fibrinolitico e de
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protecdo endotelial. A presengca da enzima paraoxonase permite a HDL a
capacidade de hidrolisar os peroxidos lipidicos, catalisando a ruptura dos
fosfolipides oxidados em LDL e eliminar os produtos da oxidacdo da LDL. As
acdes anticoagulantes e pro-fibrinolitica baseiam-se na inibicdo da ativagcdo do
fator X, plaquetaria, da secrecdo de plasminogénio tecidual e do inibidor do

plasminogénio ©©.

Neste estudo ndo houve diferenca significativa entre os niveis de HDL —
colesterol entre os grupos G1 e G3, o mesmo ocorrendo quando comparado com

9. 9 os valores de HDL — colesterol em ratos

o grupo G2. Na literatura
normocolesterolémicos foram superiores aos do presente estudo. O HDL -
colesterol, em humanos, apresenta diminuicdo na concentragdo plasmatica no
sétimo dia apo6s o infarto do miocardio retornando aos valores pré — infarto apds

quarenta e cinco dias “*.

Em relacdo a fungdo endotelial, o infarto experimental do miocardio
provocou reducdo significativa no relaxamento dependente do endotélio nos
animais do grupo G3 em relagdo ao G1. Porém, ao compararmos o grupo G1 com
o G2, ndo houve diferenga significativa entre os mesmos, caracterizando o grupo
sham como adequado para o controle do infarto experimental do miocardio. Neste
grupo a ocorréncia do processo inflamatério devido ao trauma na parede toraxica
e no miocardio em fungdo da passagem da agulha e do fio ndo ter sido suficiente

para determinar disfung&o endotelial.

Os valores encontrados na literatura em relagdo a fungdo endotelial de
ratos sd0 semelhantes aos encontrados neste estudo. Ozaki et al. (2009) €7
verificaram o relaxamento dependente do endotélio em ratos com infarto
experimental e em ratos controle e as médias foram 14,04+5,30 e 78,24+3,95,
respectivamente. O comprometimento da fungédo endotelial apresenta-se em torno

de 29,9% e 14,04% na presencga de infarto médio e grande, respectivamente.

A reducgado no relaxamento dependente do endotélio em resposta a ACH

ocorre devido ao desequilibrio existente entre as ag¢des vasodilatadoras e
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vasoconstritoras mediada pelo endotélio, com consequente diminuicdo na
biodisponibilidade basal do NO pelas células endoteliais. O NO é um potente
vasodilatador secretado continuamente e responsavel pelo controle do ténus
vasomotor em situagdes fisioldgicas. Nas células musculares lisas isto reduz a
concentragao intracelular de calcio e causa relaxamento vascular. Neste estudo, a
verificagdo da integridade da musculatura lisa e a confirmacdo do déficit de
relaxamento dependente do endotélio foram realizadas pelo uso do NPS que € um
vasodilatador independente do endotélio muito utilizado para o estudo da fungcao

da musculatura lisa vascular .

Segundo Furchgott e Zawadzki (1980) “® o endotélio ¢ a sede do
desencadeamento de varias doencas cardiovasculares. O processo de isquemia
miocardica aguda, tal como o infarto do miocardio, provoca disfungdo endotelial,
permitindo o maior influxo e permanéncia da LDL - colesterol no espago
subendotelial, assim como pode ser causada por ela. A LDL nativa ndo é
patogénica, torna-se agressiva somente quando modificada na presenca dos
radicais livres que se formam na parede do vaso consequente as reacgoes
metabodlicas desencadeadas por fatores de risco como, por exemplo,
hipercolesterolemia, hipertensao, diabetes, entre outros. O inicio da oxidagao da
LDL ocorre com sua exposi¢cao a metais de transicdo. Esse processo acontece na
parede vascular e, tanto a célula endotelial como os monécitos/macréfagos sdo os
responsaveis. O mecanismo fundamental para o processo de oxidagao da LDL é o
estresse oxidativo, onde os mecanismos de defesa vascular estdo esgotados por
excesso de produgdo de radicais livres formados a partir do oxigénio. Este,
juntamente com a ativagdo das plaquetas esta associado a transformagédo do
acido araquidénico em aldeidos como, por exemplo, o MDA que € um subproduto
téxico marcador do processo de oxidacdo. Nos vasos, devido ao rapido consumo
de NO pelo radical superoxido a disfungcdo endotelial € um marcador sensivel de

estresse vascular 9,

As modificagdes oxidativas da LDL — colesterol estdo na dependéncia de

substancias existentes no tecido vascular e de células inflamatorias que assumem
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papel de grande importancia no processo aterogénico, ja que um grande numero
de fatores de crescimento, horménios locais e mediadores inflamatérios podem
desencadear a produgédo de espécies reativas de oxigénio em células vasculares
determinando a destruicdo do NO pelo radical superdxido e produzindo espécies

reativas oxidantes secundarias como o peroxinitrito 2.

Na avaliacdo da peroxidacao lipidica no presente estudo as médias de
malondialdeido encontradas nos grupos G1 e G3 nao apresentaram diferencas
significativas, o0 mesmo ocorrendo quando comparados com o grupo G2. Ja em
relagdo ao colesterol tecidual houve diferenga significativa quando comparado o
grupo G1 aos grupos G2 e G3. A diferenga entre o colesterol tecidual no grupo G1
em relacdo ao G3 provavelmente ocorreu em fungcdo do processo isquémico que
resultou na modificacdo da LDL — colesterol na intima arterial. Nao houve relagéo
entre a quantidade de colesterol presente nos anéis da aorta e a peroxidagao
lipidica nesta regido, uma vez que em relacdo a dosagem do MDA nao houve
diferenca significativa entre os grupos G1 e G3. Almeida et al. (2007) ® ao
estudar coelhos hipercolesterolémicos e verificar a relagdo entre os lipides
plasmaticos e a peroxidacao lipidica, relatou que ndo ha relacado direta entre o
aumento do colesterol total e LDL — colesterol no plasma e a quantidade ou grau
de peroxidacédo lipidica na parede arterial. Isso ocorreria devido a capacidade
protetora da parede vascular para prevenir a peroxidacéao lipidica em resposta ao

aumento no nivel circulante de colesterol total e LDL — colesterol.

Os resultados encontrados na literatura da dosagem do MDA e colesterol
tecidual em ratos wistar normocolesterolémicos e sem fatores que pudessem
interferir no resultado foram semelhantes ao obtido neste estudo ©” °". Em
humanos, a avaliagdo da peroxidacéo lipidica em pacientes com infarto agudo do
miocardio, apresentou maiores valores de MDA nos individuos fumantes e com

idade maior que 60 anos ®.

O infarto do miocardio interfere também na parte hemodindmica do
individuo provocando diminuicdo do volume de ejegdo. Isso se da por diminuigdo

da perfusdo, consequente a diminuicdo da pressao arterial, como por redugao
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significativa da contratilidade miocardica. O aumento da frequéncia cardiaca € um
dos primeiros mecanismos compensatorios utilizados pelo coragdo insuficiente
para manter o débito cardiaco. Quando o volume sistdlico esta reduzido a
taquicardia contribui para suprir as necessidades organicas por aumentar o fluxo
sanguineo, porém aumenta também, o consumo do oxigénio miocardico. A
resposta vasoconstritora se faz necessaria para compensar a hemodinamica
comprometida em decorréncia da disfungdo ventricular ocasionada pelo infarto
para manter fluxo periférico a todo organismo. Ja a disfungdo endotelial
consequente ao infarto do miocardio prejudica o fluxo sanguineo periférico por
provocar aumento na presséao arterial de 74,5% em vinte e cinco dias e 90,2% em
quarenta dias '%%. Pereira et al. (1999) 'Y demonstrou este evento em ratos ao
administrar L-NAME.

No presente estudo os valores da presséo arterial média nos grupos G1 e
G3 apresentaram diferengas nao significativas. O resultado obtido no grupo G3 é
concordante com o estudo realizado por Frimm et al. (2003)'® que, ao verificar a
pressao arterial de ratos infartados também pela técnica da canulacédo da artéria
carétida, comprovou que a pressao arterial sistolica e diastélica tendem a diminuir
sem significancia estatistica, em ratos com infarto grande. Em relacdo aos ratos
sham, o autor relata que a cirurgia ndo causa alteragdo em nenhuma variavel
hemodinamica. O mesmo ocorreu neste estudo quando se comparou o grupo G1

ao grupo G2. Nao houve diferenga significativa entre os mesmos.

Campos de Souza (2002) (%2 verificou a pressdo arterial de ratos wistar
normocolesterolémicos, sem infarto do miocardio, através da canulacédo da artéria
femoral em fung&o da idade do animal: um més, dois meses, quatro meses e seis
meses e o0s valores da pressao arterial média obtido foram: 99.2+1.21,
102.3+1.13, 101.40.90, 103+1.34, respectivamente. Singi et al. (2005)'*® verificou
a presséo arterial em ratos anestesiados com pentobarbital sédio 30mg/kg e
obteve média de 122.2+2, resultado semelhante ao grupo G1 do presente estudo,
cuja pressao foi verificada também com o animal anestesiado, porém com outro

tipo de anestésico.
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Neste estudo, ao verificarmos a pressao arterial sistémica comprovamos
que 0s animais que nao sao hipertensos ja que possuiam valores abaixo de 130
mmHmg %%, Desta forma, as alteracdes hemodinamicas ocorridas ndo podem ser
responsabilizadas pela disfungdo endotelial. Todos os animais foram submetidos
as mesmas condicbes experimentais, e, assim, qualquer efeito sobre os

resultados foi similar em todos os grupos estudados.

A pravastatina faz parte de uma classe de medicamentos com expressiva
capacidade na diminui¢cado na taxa de mortalidade e morbidade em individuos com
infarto do miocardio, além de ter atuagcdo na prevencéo primaria e secundaria da
cardiopatia isquémica, com mecanismo de acdo que vai além do

hipocolesterolemiante *° %%

s ©* %) jndicaram que individuos tratados com estatinas

Estudos clinico
apresentam significantemente menores riscos de eventos cardiovasculares
quando comparados com outros agentes redutores de colesterol, apesar da
reducdo semelhante no colesterol plasmatico. Isto sugere que as estatinas
apresentam efeitos benéficos que vao além da redugao dos niveis de colesterol.
No presente estudo a taxa de mortalidade nos grupos que receberam pravastatina

ficou em torno de 30%.

A concentragdo do colesterol plasmatico nos animais do grupo G4
apresentou redugao significativa quando comparados a todos os grupos, com a
pravastatina reduzindo a concentracdo do colesterol plasmatico abaixo dos
valores obtidos no grupo G1. No grupo G5 ndo houve redugao significativa

mantendo seu valor semelhante ao encontrado no grupo G1.

Os medicamentos redutores de colesterol plasmatico apresentam diferentes
mecanismos de agado sobre o metabolismo dos lipidios. Os inibidores da HMG -
CoA redutase diminuem as concentragdes intracelulares do colesterol hepatico
através da inibicdo por competicdo com a HMG — CoA redutase, enzima que
catalisa a biossintese de colesterol. Ao inibir a conversdo da HMG — CoA para

mevalonato, consequentemente ocorre inibicdo da sintese de colesterol e
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aumento dos receptores especificos para a captura da LDL — colesterol ©°®. Desta
forma, aumenta a remogéao plasmatica do colesterol e também da LDL - colesterol.
A pravastatina é capaz de reduzir a concentragdo do colesterol no plasma em
humanos até 30 a 40% e estas diminuicdes estdo relacionadas a reducdo nos

eventos coronarianos (1%,

A administragcdo da pravastatina, no presente estudo, sete dias antes ao
infarto do miocardio (grupo G5), ndo demonstrou ser mais eficiente no que se
refere a diminuicdo do colesterol plasmatico quando comparado a administragao
iniciada na vigéncia do infarto e seguido por sete dias (grupo G4). Esperava-se
gque a administracdo da pravastatina iniciada antes ao infarto do miocardio
apresentasse reducdo maior em relacdo ao colesterol plasmatico quando
comparado aos animais que receberam pravastatina sete dias apds. Tal resultado
pode ser atribuido ao método utilizado para a administracdo do farmaco, em
especial, quando administrado por um tempo maior. A relagdo dose/resposta para
todas as estatinas é bastante previsivel j4& que é dose-dependente, como
demonstrou Jones et al. (1991) % ao administrar pravastatina em individuos
com hipercolesterolemia primaria. De acordo com os autores a administracdo da
pravastatina 40mg/dia € suficiente para reduzir o colesterol total, ndo somente em
individuos hipercolesterolémicos, mas, também em normocolesterolémicos. No
entanto, de acordo com os autores, a reducédo do colesterol total foi significativa

em todas as doses administradas quando comparada ao grupo placebo.

Em relacdo aos triglicérides ndo houve diferenga significativa entre os
grupos G4 e G5 quando comparados ao grupo G3. De acordo com a literatura (%

os inibidores da HMG-CoA redutase n&o sao bons redutores de triglicérides.

Os animais do grupo G5 apresentaram aumento significativo da HDL —
colesterol quando comparados aos animais dos grupos G3 e G4. Dentre as
medidas para reduzir a incidéncia de morte por infarto do miocardio destaca-se a
administragdo das estatinas devido a sua capacidade em aumentar a HDL —
colesterol, uma vez que esta lipoproteina é considerada antiaterogénica . Diante

do exposto, a administracdo da pravastatina no infarto do miocardio pode ser

Discussao
69



considerada benéfica quando se observa o aumento da HDL - colesterol. Suas
acdes refletem em melhora na funcdo endotelial que, em individuos infartados,
encontra-se comprometida. Embora, no presente estudo, no grupo G4 o aumento
da HDL - colesterol ndo tenha sido significativo quando comparado ao grupo G3, o
resultado foi semelhante ao grupo G1, demonstrando que o uso da pravastatina

por sete dias foi suficiente para isto.

Durante a isquemia miocardica ocorre aumento da LDL — colesterol como
demonstrou Abhilash et al. (2010) ®® em ratos normocolesterolémicos com
indugdo de isquemia miocardica com isoproterenol. Porém, a administracdo da
pravastatina nos grupos G4 e G5 resultaram em reducédo significativa da LDL —
colesterol em ambos os grupos quando comparado com o grupo G3. A redugéo na
concentragdo da LDL — colesterol promove beneficios no infarto do miocardio ja
gue o aumento dessa lipoproteina no plasma é considerado um importante fator

%) No infarto do miocardio o aumento da LDL — colesterol aumenta a

de risco
producdo de ERONS pela célula endotelial com indugcdo das moléculas de
adesao, estimulo a proliferagdo e migracdo da célula muscular lisa vascular,
aumento da peroxidagao lipidica e da ativacdo das metaloproteinases e, alteragao
da atividade vasomotora do vaso devido a diminuicdo na biodisponibilidade do NO
%) Embora, a LDL — colesterol esteja na circulacdo protegida pelos antioxidantes
plasmaticos, acredita-se que uma pequena porgdo dessa lipoproteina seja
modificada ainda na circulagdo e que a oxidagado continue apos sua entrada na
intima arterial, ambiente pro - oxidante, com auséncia de antioxidantes

93)

plasmaticos ). O estresse oxidativo atua na modificagdo da LDL — colesterol

comprometendo sua remocdo da circulagdo e aumentando sua capacidade de

54)

agressao ao endotélio ®4) Para qualquer nivel de concentragdo plasmatica de

lipoproteina, sua retencdo na parede arterial € mais importante do que sua taxa de

transporte %2

. No presente estudo, o uso da pravastatina durante sete e/ou
catorze dias demonstrou ser eficaz na reducdo da LDL — colesterol contribuindo
assim na fase recente do infarto do miocardio. De acordo com a literatura, a
reducdo da LDL — colesterol com o uso da pravastatina nas doses que variam

entre 5mg/dia e 40mg/dia em individuos hipercolesterolémicos apresenta redugéo
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significativa dentro de duas semanas apds o inicio do tratamento. A redugéo
maxima ocorre na quarta semana e se mantém até a oitava ("%, Estudos ¢ %859
apontam esta redu¢cdo como resultado da acado da pravastatina no aumento no
numero de receptores de LDL na superficie da célula do hepatdcito, com
consequente aumento do catabolismo mediado por receptores e remogao da LDL
circulante. Law MR et al(2003)"” relataram que rosuvastatina 5mg/dia,
atorvastatina 10/mg dia e lovastatina ou sinvastatina 40mg/dia reduz a
concentragdo do LDL — colesterol aproximadamente 35%. Ja a fluvastatina e a
pravastatina produzem menores redugcdes mesmo nas maiores doses testadas
(80mg dia). Porém, independente do tipo de estatina e da dose administrada
ocorre reducdo na concentracdo da LDL — colesterol e, de acordo com o estudo,
LDL - colesterol de 1.6mmol/l durante dois anos reduz a metade o risco de
doencas isquémicas do coracao, podendo esta reducdo ser encontrada mesmo

com baixas doses de estatina.

O infarto do miocardio desencadeia imediatamente estresse oxidativo como
parte da resposta vascular a lesdo, o que leva a inativagdo do NO. A atividade da
NAPDH oxidase vascular € um dos principais mecanismos produtores de
superoxido e na resposta de reparagcdo ocasiona rapido consumo do NO pelo
radical superdxido. Sendo assim, a disfuncdo endotelial € considerada um
marcador sensivel de estresse oxidativo vascular. Um grande numero de fatores
de crescimento, hormdnios locais e mediadores inflamatorios podem desencadear
a produgao de espécies reativas de oxigénio em células vasculares, determinando
a destruicdo do NO pelo radical superéxido e produzindo espécies reativas
oxidantes secundarias como o peroxinitrito, um potente oxidante capaz de oxidar

moléculas de LDL ©%),

O nivel de oxidacido das particulas de LDL — colesterol na intima arterial &€
avaliado pela medida do MDA, um dos produtos finais da peroxidacao lipidica e
que no vaso reflete o grau de oxidagao vascular. Neste estudo ndo houve redugéo
significativa na oxidacdo da LDL - colesterol nos animais dos grupos G4 e G5

quando comparados ao grupo G3, embora os valores absolutos tenham sido
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inferiores aos encontrados no grupo G1. Admite-se que as estatinas atuem como
antioxidante sobre as lipoproteinas "%, A reversao dos efeitos inibitérios da LDL
oxidada por acdo das estatinas sobre a NOS tem apresentado beneficios sobre a
disfungdo endotelial podendo seus efeitos antioxidantes ser considerados

(109)

importantes na prevengdo da fungdo endotelial . As estatinas inibem a

captacédo da LDL oxidada por seu receptor e, também, tem mostrado diminuir a
atividade do macréfago CD36, um receptor reconhecido da LDL oxidada ("%
Laufs et al. (1998) "' demonstrou in vitro que a LDL oxidada quando associada
ao tratamento com sinvastatina dentro de vinte e quatro horas atenua os efeitos da
LDL oxidada sobre a NOS e, entre setenta e duas e noventa e seis horas, ndo
somente reverte os efeitos inibitorios da NOS sobre a LDL oxidada como também
o nivel da NOS. Desta forma, o uso da pravastatina no infarto do miocardio, como
mostrou esse estudo parece ser benéfica, pois ao reduzir a LDL oxidada na intima,
consequentemente melhora a disfuncdo endotelial, presente em individuos

infartados.

Em relacdo a concentracdo do colesterol no tecido houve reducgao
significativa nos grupos G4 e G5 quando comparados ao grupo G3. Também o
grupo G4 apresentou redugao significante quando comparado ao grupo G1. A
acao da pravastatina sobre o colesterol tecidual mostrou ser independente da
reducdo do colesterol no plasma, pois, a reducéo significativa do colesterol
plasmatico ocorreu apenas no grupo G4, quando comparado aos grupos G1 e G3.
Ja a reducédo na concentragdo do colesterol tecidual ocorreu em ambos os grupos,
G4 e G5 de forma significativa quando comparados ao grupo G3. Nao ha relagéao
direta entre 0 aumento do colesterol e LDL - colesterol no plasma e, o colesterol
contido ou o grau de peroxidagao lipidica na parede arterial como demonstrou
Almeida et al. (2007) ® porém, a disfuncdo endotelial é proporcional a

peroxidacao lipidica na parede arterial.

Como é de conhecimento, a pravastatina é hidrossoluvel e circula ligada a
proteina em 50%, o que lhe confere uma maior afinidade para os tecidos

periféricos com maior facilidade para a penetracdo no tecido vascular,
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diferentemente das demais estatinas que sao lipossoluveis e, portanto encontram-
se ligadas a proteinas em 95%, o que dificulta sua passagem ao tecido "'"). De
acordo com a literatura "'?, a reducéo na concentracdo do colesterol tecidual de
forma independente do plasmatico € sugerida devido a maior facilidade de
penetracdo da pravastatina no tecido vascular e a reversao dos efeitos inibitorios
da LDL oxidada sobre a eNOS. Essas agbes resultam na melhora da fungéo

endotelial.

No infarto do miocardio ocorre o comprometimento da fungdo endotelial
como demonstrou Ozaki e Almeida (2009) ©”. A administracdo da pravastatina
nos grupos G4 e G5 melhoraram significativamente a disfungdo endotelial, quando
comparados aos grupos G3 e G1. Nao houve diferenga significativa quando

comparados entre si.

A agdo da pravastatina na fungdo endotelial em ratos
normocolesterolémicos foi também estuda por Coelho — Filho et al. (2001) ¢
porém, em um modelo diferente de lesdo no miocardio, através da inibicdo aguda
da biossintese de NO com L — nitro arginina metil éster (L-NAME). A pravastatina
foi administrada na dose de 6mg/kg/dia durante catorze dias, e a L- NAME a partir
do décimo quarto até o décimo oitavo dia quando os animais foram sacrificados.
No final do experimento concluiu-se que a pravastatina previne a lesdo miocardica
com consequente melhora na fungdo endotelial, mesmo quando administrada
junto a L-NAME. Os autores atribuem esses resultados a agdo da pravastatina na
manutengao do fluxo sanguineo por diminuir a vasoconstricdo desencadeada pela

disfungéo endotelial através do aumento na expressédo da eNOS.

No presente estudo optamos pela oclusdo coronariana para estudar o
modelo do infarto do miocardio. Essa técnica é a mais utilizada para esse tipo de
estudo devido a sua similaridade com as alteragdes que ocorrem apods o infarto

em humanos e obteve-se o mesmo resultado.

Outro estudo, realizado por Egashira et al. (2000) ""® em ratos

normocolesterolémicos verificou a acdo da pravastatina com a inibicao cronica da
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sintese da eNOS através da administracdo da L — NAME. A L — NAME foi
administrada durante trés dias, mas dois dias antes foi administrado pravastatina
nas doses 50, 100 e 250 mg/Kg/dia. Nao houve diferenga significativa em relagéo
ao colesterol plasmatico entre os grupos tratados e o grupo controle L — NAME.
De acordo com o autor, apds trés dias da administracdo da L- NAME ocorre
inflamacao vascular com adesao e infiltracdo de mondcitos para dentro do vaso e
inducao da proteina quimio — atratora de mondcitos — 1 (MPC — 1). Porém, quando
administrado pravastatina 100mg/Kg/dia junto a L — NAME houve redugéo
significativa no processo inflamatério, com redugdo na adesao quanto a infiltragédo
dos mondcitos. Esses efeitos foram atribuidos a pravastatina, provavelmente por
sua capacidade em reduzir a expressédo do gene da proteina quimio — atratora de
monaocitos — 1 (MPC — 1) e, também, a proliferacdo celular nuclear (PCNA). O
autor também relata que a pravastatina pode ter efeitos antiinflamatorios através
da reducao do estresse oxidativo, do fator nuclear kappa B (NF — kB) e regulagéo
da atividade da NOS resultando em aumento na produgdo do NO. O estudo

realizado por Kaesemeyer et al. (1999) (114)

, comprovou que a pravastatina
estimula a produgdo do NO e o relaxamento em cultura de células endoteliais
aodrticas bovinas independente da sua acao sobre o colesterol plasmatico e a LDL
— colesterol, uma vez que, as células endoteliais foram mantidas em cultura, o que
exclui a influéncia da pravastatina sobre o metabolismo dos lipidios. A liberacdo do
NO aconteceu de forma rapida, semelhante ao observado por agao da ACH, e a
auséncia da LDL - colesterol no meio de cultura nao interferiu sobre sua acgao,
comprovando assim seus efeitos pleiotropicos. Resultados semelhantes foram
encontrados, também, por Laufs et al. (1998)"'% utilizando sinvastatina e
lovastatina. Em humanos, o uso das estatinas também tem apresentado melhora
na funcdo endotelial. A administracdo da atorvastatina em homens jovens,
saudaveis e normocolesterolémicos resultou em melhora na fungdo endotelial
observada dentro de 24 horas antes mesmo das alteragbes no colesterol

plasmatico e PCR (1%9),

No laboratoério de Estudos em Endotélio, Lipides e Aterosclerose — FCM —

UNICAMP realizaram — se estudos que verificaram a acdo das estatinas sobre a
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funcao endotelial, porém, sempre na presenca de fatores que poderiam ocasionar
disfungdo endotelial, como hipercolesterolemia e envelhecimento. Em 1994,
Ribeiro Jorge et al. "'* verificaram a acdo da sinvastatina e da pravastatina sobre
a fungado endotelial de coelhos hipercolesterolémicos. A pravastatina, com quinze
dias de administragcédo, foi capaz de reverter a fungcdo endotelial parcialmente,
mesmo na presenca de niveis razoavelmente elevados de colesterol plasmatico.
Em 2005, Ribeiro Jorge et al.""" concluiram, apds estudo comparando a acéo de
diferentes estatinas (atorvastatina, fluvastatina, pravastatina, sinvastatina) sobre a
funcdo endotelial e peroxidacao lipidica em coelhos hipercolesterolémicos, que
todas apresentaram efeitos semelhantes em reduzir a peroxidagao lipidica e
colesterol tecidual. Em relacédo a funcdo endotelial, o relaxamento dependente do
endotélio, foi mais significante quando administrado pravastatina. De acordo como
os autores, a reducdo na disfuncao endotelial deve estar relacionada a reducéo do
colesterol tecidual e do estresse oxidativo da parede arterial. Outro estudo,
realizado no laboratério por Ribeiro Jorge PA et al.; 1996 ") verificaram que
coelhos alimentados com dieta enriquecida com colesterol, por oito semanas,
administrando pravastatina e sinvastatina nos ultimos dois, quatro e seis dias do
experimento, concluiram que a pravastatina melhorou a fungdo endotelial a partir
do quarto dia acompanhada de reducdo do colesterol na parede do vaso e
reducdo do malondialdeido, sem redugdo significativa sobre o colesterol
plasmatico. A melhora na fungdo endotelial tem sido relacionada a reducédo na
peroxidacao lipidica dos acidos graxos da LDL e da propria membrana celular. Em
2008, Almeida et al. ™ verificaram a acdo da pravastatina em ratos idosos (dois
anos de idade). Sabendo que o envelhecimento desencadeia disfungéo endotelial
e hipercolesterolemia, o uso da pravastatina 7,5mg/kg/peso durante oito meses,
resultou na melhora da disfungcdo endotelial e da hipercolesterolemia quando

comparado aos ratos com dois anos de idade sem receber pravastatina.

Dentre os efeitos pleiotrépicos atribuidos as estatinas esta a melhora na
disfuncado endotelial. Apesar, de ser atribuida primeiramente a inibicdo hepatica
da HMG — CoA redutase e subsequente diminuigdo no colesterol plasmatico, a

discusséo sobre os efeitos das estatinas no que diz respeito a fungdo endotelial
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tem prevalecido. Ha questionamentos se os mecanismos de agédo das estatinas
dependem totalmente, parcialmente ou se sdo independentes da sua acio sobre a
colesterolemia. No que se refere a pravastatina, estudos relatam que seus efeitos
independem da sua acado sobre o colesterol plasmatico e, estes se relacionam

116.117) 5 NO previne a oxidagéo

com a regulagéo na biodisponibilidade da eNOS
da LDL - colesterol e inibe a adesdo de mondcitos na superficie da célula, a
agregacao plaquetaria, a proliferacdo das células musculares lisas e a

vasoconstricdo endotelial™°.

De acordo com a literatura, o aumento na
disponibilidade do NO acontece devido a reducédo nos niveis de caveolina — 1, um
potente inibidor da eNOS'®. Outros mecanismos estdo envolvidos, como a
estabilizacdo do RNA mensageiro da eNOS, reducdo das ERONS que inativam o
NO e, inibicdo da sintese de importantes isoprendides intermediarios, as proteinas
Rho, Ras e Rac que participam da sinalizagdo de moléculas intracelulares, através
da inibicdo do acido mevaldnico (''?. Além disso, as estatinas possuem efeitos
antiinflamatorios através da diminuigdo da PCR, E — selectina, P — seletina, ICAM,
VCAM, IL — 1, IL — 6, TNF e inibicdo da ativacdo do NF — kB; efeitos
antitromboticos através da sintese do ativador do plasminogénio tecidual ( t — PA)
e reducdo da sintese do inibidor do ativador do plasminogénio — 1 (PAl — 1) As
estatinas também inibem a expressao dos receptores AT1 da ang Il contribuindo
para menor proliferagdo celular, para reducdo do estresse oxidativo e da

transcricdo da endotelina com beneficios na disfungdo endotelial (1%8112.116)

No presente estudo, a melhora na disfuncdo endotelial ocorreu
acompanhada da redugdo na concentracdo do colesterol tecidual tanto no grupo
G4 quanto no G5, consequentemente reducdo na oxidacdo da LDL — colesterol,
porém, de forma independente da reducdo na concentracdo do colesterol no
plasma, uma vez que no grupo G5 ndo houve redugdo significativa quando
comparado ao grupo G3, sugerindo assim, que o efeito da pravastatina
provavelmente ocorreu de forma independente da reducdo nos lipides
plasmaticos. Isto deve justificar o uso das estatinas no infarto agudo do miocardio

independentemente dos niveis lipidicos plasmaticos.
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6. CONCLUSAO
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A pravastatina, quando administrada em ratos normocolesterolémicos com
infarto do miocardio, diminuiu colesterol total, LDL — colesterol e colesterol
tecidual, peroxidagao lipidica e, aumentou a HDL — colesterol. Quanto a fungao
endotelial, quando administrada antes, durante e/ou apds o infarto resultou em
melhora significativa da disfungdo endotelial cujos valores foram maiores do que
os obtidos no grupo controle. Desta forma, independente dos valores dos lipides
plasmaticos, a administragdo da pravastatina no infarto do miocardio resulta em
efeitos benéficos. Isso se da devido aos seus mecanismos de acdo sobre o
colesterol tecidual e a peroxidacéo lipidica refletindo, na melhora da disfuncao

endotelial.
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