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RESUMO

A hipertensao arterial é resultado de disfuncbes nos mecanismos de
controle da pressao arterial (PA). O controle reflexo da PA, feito pelo sistema
nervoso autbnomo (SNA), promove as alteragdes fisioldégicas necessarias para
diminuir a variagdo da PA. A disfungao no sistema simpatovagal devido, tanto a
uma hiperatividade do sistema simpatico como uma diminuicdo da atividade do
sistema parassimpatico, contribui para o aumento da variabilidade da PA e o
desenvolvimento da hipertensdo. A avaliagdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca (FC) e PA nos dominios do tempo e da freqliéncia (analise espectral)
tem sido utilizada no estudo da fisiopatologia da disfungédo autonémica e da
hipertensdo. Com o propdsito de reduzir os riscos cardiovasculares, as
estatinas, farmacos provenientes da cultura de fungos, vém sendo amplamente
estudadas pelos efeitos sobre a reducdo das concentracbes plasmaticas de
colesterol, acdo antioxidante e anti-inflamatdria, e sua possivel agao sobre a
sensibilidade barorreflexa e sobre o controle autonémico da circulagdo. Dessa
forma, este trabalho estudou o efeito da administracdo de sinvastatina sobre o
controle autonémico da PA de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) na
auséncia de estrogénio. Para isto, foram utilizadas 14 fémeas SHR com 16
semanas, divididas em dois grupos: ratas SHR ooforectomizadas sem (SC;n=8)
e com (ST;n=6) administracdo de sinvastatina por gavagem durante 7 dias.
Foram avaliadas: 1) a sensibilidade barorreflexa e a variabilidade da PA e FC
nos dominios do tempo e da frequéncia; e 2) as concentragdes plasmaticas de
colesterol total. Os resultados mostraram que as concentracdes plasmaticas de

colesterol, medidas antes do tratamento com sinvastatina (SC = 61,36 + 14,30



e ST = 57,61 £ 12,62 mg/dL), nao diferiram significativamente daquelas
observadas apés o tratamento (SC = 66,45 + 13,16 e ST = 70,64 + 6,99
mg/dL). A sensibilidade barorreflexa avaliada pelos alfas LF e HF nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos (Alfa LF: SC = 0,59 + 0,25;
ST = 0,56 + 0,19; alfa HF: SC = 1,75 + 0,63, ST = 2,21 + 0,98), apesar da
diferenga encontrada na variabilidade da presséo sistdlica (SC = 9,13 £ 2,31;
ST = 6,16 £ 1,23 mmHg), que apresentou-se significativamente diminuida no
grupo tratado com sinvastatina. A VFC no dominio do tempo néo foi diferente
entre os grupos (SC =7,74 £ 1,32 ms; ST = 8,43 £ 2,17 ms). Além disso, houve
uma melhora significativa no balango simpatovagal, evidenciada na analise dos
componentes HF (SC = 69,02 + 10,91 e ST = 82,61 + 8,12 msz) e LF (SC =
30,97 + 10,91 e ST = 17,38 + 8,12 ms?) em unidades normalizadas, bem como
na relacdo LF/HF (SC = 0,48 + 0,25 e ST = 0,22 + 0,12 ms?). O grupo ST
apresentou o componente HF (controle vagal) mais ativado, enquanto no grupo
SC houve predominio significativamente maior do componente simpatico, ou
LF. Os resultados obtidos confirmam a hipétese proposta de que a sinvastatina
melhora o balango simpato/vagal em ratas espontaneamente hipertensas.
Dessa forma, nossos resultados indicam que a sinvastatina melhora o controle
autondmico da PA por mecanismos ainda desconhecidos, que independem das

alteracdes nas concentragdes plasmaticas de colesterol.



ABSTRACT

The arterial hypertension is caused by dysfunction in the cardiovascular
control. The autonomic blood pressure control is responsible to the
physiological alterations necessary to decrease variations in blood pressure. An
autonomic dysfunction caused either by sympathetic hyperactivity or by
parasympathetic hypo activity, contributes to increase blood pressure variability
and induces hypertension. The pulse interval and mean arterial pressure
fluctuation were assessed in the frequency domain, and they have been used to
study the autonomic dysfunction and hypertension. To reduce cardiovascular
risk, the statins have been studied for their effects on reducing cholesterol blood
levels, antioxidant and antiinflammatory actions, and their possible action on
baroreceptor sensitivity and autonomic control of the circulation. Thus, this
study verified the effect of sinvastatin administration on the autonomic control
of arterial pressure in oophorectomized spontaneous hypertensive female rats
(SHR) by absence of estrogen. In this study, 14 spontaneous hypertensive
females rats, 16 weeks old, were divided in 2 groups: oophorectomized
females, without (SC; n=8) or with (ST;n=6) 7 days sinvastatin administration by
gavage. The baroreflex sensitivity, mean arterial pressure and pulse interval
were assessed in the time and frequency domain, and the total cholesterol and
nitric oxide metabolites were studied. Our results showed that cholesterol blood
levels were not significantly different before (SC = 61,36 + 14,30 e ST = 57,61 +
12,62 mg/dL) and after (SC = 66,45 + 13,16 e ST = 70,64 + 6,99 mg/dL)
sinvastatin treatment. In addition, it was not observed differences between

plasmatic nitrites (SC= 0,023 + 0,009 e ST = 0,023 + 0,015 Umoles/L) and



nitrates (SC = 0,38 + 0,15 e ST = 0,39 + 0,24 Umoles/L) after treatment.
Although the systolic blood pressure variability had been higher in the SC group
(SC = 9,13 + 2,31; ST = 6,16 = 1,23 mmHg), the baroreflex sensitivity,
evaluated through LF and HF component (Alfa LF: SC = 0,59 + 0,25; ST = 0,56
+0,19; alfa HF: SC = 1,75 + 0,63, ST = 2,21 + 0,98) and heart rate variability in
time domain (SC = 7,74 £ 1,32 ms; ST = 8,43 £ 2,17 ms) were not different
between groups. On the other hand, there was a significant increase in the
autonomic function seen through HF (SC = 69,02 + 10,91 e ST = 82,61 + 8,12
ms?) and LF (SC = 30,97 + 10,91 e ST = 17,38 + 8,12 ms?) component, as well
as in the LF/HF relationship (SC = 0,48 + 0,25 e ST = 0,22 + 0,12 ms?). The ST
group showed an increased HF component participation (vagal control)
compared to SC group, which had a significant increase in the sympathetic
component, or LF. Our results confirm the proposal that sinvastatin improves
the sympathetic-parasympathetic balance in spontaneous hypertensive female
rats. The mechanism by which sinvastatin is doing its action remains to be
discovered, but they are probably independent by reducing plasmatic

cholesterol concentration.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hipertenséao

As enfermidades cardiacas vém atingindo proporgdes epidémicas em
diversos paises, sendo importante causa de mortalidade, principalmente nos
paises ocidentais (Hermsdorff et al, 2004). O indice de mortalidade aumenta
com a elevagao progressiva da pressao arterial (PA), sendo considerada
hipertensdo valores de pressao arterial sistolica (PAS) igual ou superior a
140 mmHg e presséao arterial diastélica (PAD) igual ou superior a 90 mmHg

(V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial, 2006).

No Brasil, em 2003, as doencas cardiovasculares foram responsaveis
por 27,3% dos ébitos (V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial, 2006),
sendo que entre os fatores de risco mais significantes destaca-se a
hipertensado, sedentarismo, obesidade, dislipidemias, diabetes e tabagismo,
entre outros (Napoli e colaboradores, 2004; Hermsdorff e colaboradores,

2004; Stein e colaboradores, 2004).

Segundo o Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (CENEPI), na
década de 90, a prevaléncia da hipertensdo arterial em algumas cidades
brasileiras era de 15 a 20% (Estatisticas de Mortalidade, 1992 - CENEPI,
Ministério da Saude, 1996). Outro estudo realizado no Brasil mostrou uma
prevaléncia entre 22,3% e 43,9% (Matos e Ladeia, 2003, Gus e colaboradores,
2004, IV Brazilian Guidelines in Arterial Hypertension, 2004). Dessa forma, a
hipertensdo vem atingindo indices preocupantes na populagéo brasileira, o que

justifica maiores estudos nessa area.



A hipertensao arterial envolve mecanismos complexos como fatores
genéticos e ambientais (Lerman e colaboradores, 2005), sendo resultante de
disfungdes nos mecanismos de controle da PA. Essas disfungbes sao
observadas em quase todos esses mecanismos, sendo dificil estabelecer qual
fator é responsavel pela manutengao dos valores elevados de pressao (Krieger
e colaboradores, 1999, Irigoyen e colaboradores, 2003).

A manutencado da pressao sanguinea em niveis adequados garante a
perfusdo dos tecidos tanto em condicdes de repouso como em diferentes
atividades (Michelini e Morris, 1999), sendo que em condic¢des fisiolégicas as
alteragbes comportamentais ndo causam grandes variagdes da PA, pois o
controle reflexo consegue tampona-las. Porém, em condigdes patoldgicas, o
prejuizo no controle reflexo da pressdo causa o aumento da variabilidade da
PA (Irigoyen e colaboradores, 2003).

De fato, o controle reflexo da PA consiste na regulagdo feita pelo
sistema nervoso auténomo (SNA), acionado por diferentes sensores periféricos
(Michelini e Morris, 1999) que atua sobre as eferéncias nervosas simpatica e
parassimpatica (Abboud e Thames, 1983), determinando as alteragdes
fisioldgicas necessarias para diminuir as variagdo da PA (Krieger e
colaboradores, 1999). Essa regulagdo promove ajustes através da bradicardia
e da taquicardia reflexa que sdo moduladas pelos pressorreceptores (Lopes e
colaboradores, 2000). Os pressorreceptores arteriais sdo mecanorreceptores
localizados no seio carotideo e arco adrtico sensiveis a deformacdes da parede
vascular (Guyton e Hall, 2002). Atuam no controle ténico da atividade simpatica
(inibicdo) e parassimpatica (estimulagao), sendo que seu comprometimento

pode levar ao estabelecimento de alteragbes no controle da funcao



cardiovascular devido a incapacidade de modular esse sistema (Irigoyen e

colaboradores, 1991).

1.2 Regulacdo da frequéncia cardiaca: importancia do Sistema Nervoso

Autbnomo

Na auséncia de qualquer influéncia hormonal ou neural, em seres
humanos, o nodo sinusal (NS) gera uma frequéncia cardiaca (FC) intrinseca
em torno de 100 a 120 batimentos por minuto (Coumel e colaboradores, 1995).
Em situagbes fisioldgicas este nodo estd sob controle do sistema nervoso
simpatico e parassimpatico. Tanto o nervo vago direito quanto o esquerdo
estimulam o NS, o nodo atrioventricular (AV), bem como o musculo atrial. O
controle eferente para o musculo ventricular ainda ndo esta totalmente
esclarecido. O nervo vago direito inerva predominantemente o NS, enquanto o
vago esquerdo € predominante sobre o nodo AV (Hainsworth, 1995). Em geral,
a atividade vagal diminui a FC quando predomina o efeito do nervo vago direito
(Berne e colaboradores, 2004). Fibras pds-ganglionares simpaticas inervam
quase todo o coracao (Hainsworth, 1995). Da mesma forma, o nervo simpatico
direito influencia mais a FC, enquanto o nervo simpatico esquerdo apresenta
maior impacto sobre o volume de eje¢ao (Furnival e colaboradores, 1973). Em
seres humanos e em condi¢des de repouso, 0 SNA esta tonicamente ativado
com a dominancia da regulagao vagal (Hainsworth, 1995).

Alteragcdes mais rapidas da FC sdo normalmente causadas pela
regulacédo vagal (Rosenblueth e Simeone, 1936; Fritsch e colaboradores, 1986;

Eckberg, 1991). O sistema nervoso responde ao comando vagal dentro de 1 ou



2 batimentos cardiacos, mas o efeito total é de vida curta. As alteracdes da FC
induzidas pelo vago ocorrem dentro de 5 segundos (Hainsworth, 1995),
enquanto as respostas cardiacas do sistema nervoso simpatico ocorrem mais
lentamente, iniciando com um atraso de 5 segundos. A maxima resposta
simpatica ocorre apos 20 a 30 segundos (Hainsworth, 1995; Malliani, 1995).
Essas diferencas sdo, em parte, devidas a lenta exocitose que ocorre para
liberacdo de noradrenalina da terminagao nervosa simpatica. Outra diferenca
se refere a localizagao dos corpos celulares: o corpo celular do neurdnio poés-
ganglionar parassimpatico se localiza no coracdo enquanto o simpatico
localiza-se na cadeia ganglionar. Além disso, as fibras pré-ganglionares
parassimpaticas sao mielinizadas enquanto as simpaticas sao amielinizadas

(von Borell e colaboradores, 2007).

1.3 A Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (VFC) e a Analise Espectral

A VFC foi documentada pela primeira vez no século XVIII por Hales, que
realizou medidas quantitativas da PA (Hall e colaboradores, 1976),
demonstrando uma relacido entre os ciclos respiratérios, PA e intervalo entre
batimentos cardiacos consecutivos. Desde entao, indices de variabilidade tém
sido utilizados na avaliagao de diferentes condi¢des fisicas e patoldgicas. A
VFC tem contribuido no diagndstico e compreensdo das doengas
cardiovasculares e disfungdo autondmica em humanos e animais (Malik e
Camm, 1995).

A fungao cardiaca saudavel é caracterizada por intervalos de tempo

irregulares entre sucessivos batimentos cardiacos (Moss, 1995). Essa



variabilidade é resultado de oscilagbes ritmicas dos componentes que regulam
a atividade cardiaca e a homeostase cardiovascular (Akselrod, 1995; Cerutti e
colaboradores, 1995). A VFC resulta da atividade individual dos ramos do SNA
(Levy, 1990; Saul, 1988; Rugh e colaboradores, 1992; Friedman e Thayer,
1998) que sao influenciados pelo controle humoral e neural, entre outros

(Cerutti e colaboradores, 1995, van Ravenswaaij-Arts e colaboradores, 1993)

(FIGURA 1).
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FIGURA 1. Modelo simplificado para VFC e das estruturas do controle

™1

cardiovascular (modificado de McCraty e colaboradores, 1996). SNC= Sistema

Nervoso Central; NS= Nodo Sinusal; SRA= Sistema Renina-Angiotensina.

Uma série temporal (tacograma) € produzida quando consecutivos
intervalos entre batimentos sdo plotados em uma escala de tempo (Cerutti e
colaboradores, 1995). Essa série resulta de pulsos ritmicos dos diferentes
componentes regulatérios, onde as atividades ritmicas originadas do sistema
nervoso parassimpatico exibem mais alta frequéncia do que a do sistema

nervoso simpatico (FIGURA 1).



Flutuagdes no tonus vagal estdo relacionadas a variagdes na atividade
do nucleo vagal (ambiguo e dorsal motor do vago) que sao influenciados pelos
sinais barorreceptores, em sincronia com o ciclo respiratorio (Eckberg, 1991).

A FC representa as interagdes entre a regulagao do sistema vagal, que
reduz a FC, e do sistema simpatico, que aumenta a FC. Uma elevagao na FC é
basicamente causada pelo aumento na atividade simpatica e/ou da diminuicao
da regulagao vagal (Hainsworth, 1995; von Borell e colaboradores, 2007).

Os efeitos dos ramos simpatico e parassimpatico ndo podem ser
determinados separadamente pela simples adicdo ou subtracdo de um dos
componentes (Hainsworth, 1995). Além do mais, ao regular a atividade
cardiaca, os ramos ndo funcionam necessariamente de forma continua, uma
vez que o aumento na atividade de um ramo resulta na diminuicdo da atividade
do outro. Simpatico e parassimpatico tém a habilidade de coexistir tanto
sincronicamente quanto independentemente um do outro, o que
potencialmente determina multiplos padrbes de ativacdo (Berntson e
colaboradores, 1991). Dessa forma, é dificil estudar as caracteristicas da
funcdo regulatéria do SNA com simples medidas da FC (Kindlon e
colaboradores, 1995). Sendo assim, um aumento da FC pode ser resultado de
uma atividade vagal diminuida bem como de uma atividade simpatica
aumentada, ou na maioria dos casos, da combinagcdo de ambos os efeitos
(Tulppo e colaboradores, 1998).

A andlise da VFC permite avaliar as caracteristicas da regulagao
funcional do SNA, sendo bom indicador de controle neural em estudos nao-

invasivos em resposta a situacdes fisiopatologicas.



De fato, estudos clinicos e experimentais tém demonstrado a
importancia do SNA na capacidade moduladora do sistema cardiovascular
frente as alteracbes da PA. Em estados patoldgicos, essa capacidade é
alterada afetando, direta ou indiretamente, o coragcdo e os vasos (Saul e
colaboradores, 1988; Bernardi e colaboradores, 1992; Ryan e colaboradores,
1992; Ajiki e colaboradores, 1993; Singh e colaboradores, 1998; Barbosa Filho
e colaboradores, 2002), acompanhada de alteragdes no balango simpato/vagal,
levando ao desenvolvimento de arritmias, maior morbidade e mortalidade
(Dougherty e Burr, 1992; Bigger e colaboradores, 1993; Huikuri e
colaboradores, 1996; Hartikainen e colaboradores, 1996; La Rovere e
colaboradores, 1998).

Por volta de 1920, Walter Canon definiu o SNA como sendo constituido
de dois sistemas antagbnicos, mas fundamentais para a manutencdo do
equilibrio do organismo, o que definiu como hemostasia (Cannon, 1939).
Também por volta de 1920, surgiu o conceito de fisiopatologia da disfungéo
autonbmica, a partir dos estudos de Bradbury e Eggleston (1925), que
demonstraram as causas neurogénicas da hipotensao postural.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para analise de sinais bioldgicos,
que auxiliam na compreensao das interagdes entre as variaveis
hemodinamicas, eletrofisiolégicas e sua integragdo com o SNA (Mostarda,
2006).

A avaliagao da variabilidade da FC e PA nos dominios do tempo e da
frequéncia (analise espectral), constituem ferramenta utii no estudo da
fisiopatologia da disfungcdo autonémica e da hipertensdo (La Rovere e

colaboradores, 2001), sendo utilizada tanto em condi¢des patoldgicas (van de



Borne e colaboradores, 1997) como em condi¢des fisiolégicas (Soares e
colaboradores, 2004).

Esse método tem sido caracterizado como uma ferramenta sensivel na
compreensao da fungao autonémica (Pagani e colaboradores, 1986, Montano e
colaboradores, 1994, Pagani e colaboradores, 1997), onde o sistema
parassimpatico relaciona-se com o componente de alta frequéncia (HF— high
frequency) e o sistema simpatico relaciona-se com o componente de baixa
frequéncia (LF- low frequency) (Akselrod, 1988).

Em condi¢des patoldgicas € possivel observar maior variabilidade da PA
e a menor variabilidade da FC, sendo importante fator de risco para o
desenvolvimento de doengas coronarianas (Liao e colaboradores, 2002) e
hipertenséo (Liao e colaboradores, 1996, Singh e colaboradores, 1998). Liao e
colaboradores (1996) sugerem que a funcdo autondmica cardiaca esta
associada com a prevaléncia de hipertensao e que a funcéo vagal reduzida e o
desequilibrio simpato/vagal estao associados ao risco de seu desenvolvimento.

Muitos estudos na literatura relacionam a VFC com o estado funcional
em humanos. Fortes argumentos indicam que os mesmos principios podem ser
aplicados a mamiferos ndo-humanos (Task Force of the European Society
Cardiology, 1996), uma vez que filogeneticamente o SNA é semelhante em
animais e seres humanos. Sabe-se que funcionalmente o controle do ténus
vagal é similar em todos os mamiferos (Porges, 1995).

Dessa forma, o estudo da hipertensdo, com a manipulagcdo de modelos
experimentais, permite aos pesquisadores estudar isoladamente os varios
fatores associados com o controle da PA (Lerman e colaboradores, 2005) e

determinar os possiveis mecanismos envolvidos na sua fisiopatogenia.



Um dos modelos experimentais bastante utilizado € o rato
espontaneamente hipertenso (SHR), que € um modelo util no estudo da
sobrecarga pressoérica, uma vez que desenvolve hipertensdo de maneira
gradual apresentando muitas similaridades com a hipertensdo essencial
humana (Bell e colaboradores, 2004). Essas semelhangas incluem: a) igual
resposta a tratamento com drogas; b) aumento da resisténcia periférica,
mesmo na auséncia da expansao de volume, e c) pré-disposi¢cdo genética para
hipertensdo, porém com etiologia desconhecida (Undenfreind e Spector, 1972;
Trippodo e Frohlich, 1981).

E sabido que existe um aumento da atividade simpatica no SHR. Ja em
1975, Greenberg e Bohr demonstraram um aumento da resisténcia venosa
(Greenberg e Bohr, 1975), possivelmente relacionada a um aumento da
atividade simpatica (Frohlich e Pfeffer, 1975; Lundin e colaboradores, 1984).
Esse aumento da atividade simpatica € acompanhado de um déficit da
atividade vagal nos SHR, que coincide com o inicio da hipertrofia cardiaca
(Head, 1994). Trippodo e Frohlich (1981) demonstraram a importancia dos
fatores neurais no desenvolvimento da hipertensdo no SHR, uma vez que a
ablacao cirurgica ou farmacolégica do sistema nervoso simpatico preveniu o

desenvolvimento da hipertensio.

1.4 Hipertensao e Estradiol

A maior parte do conhecimento sobre as doencas cardiovasculares esta

relacionada com estudos realizados em seres humanos do sexo masculino.



Porém, muitas diferengas significativas se relacionam ao sexo, principalmente
no que diz respeito ao sistema cardiovascular.

Os fatores de risco para o desenvolvimento da hipertensao nas mulheres
geralmente estdo associados com o0 avango da idade e com o0s niveis
diminuidos de 17-B-estradiol plasmaticos, que é observado, por exemplo, na
pos-menopausa (Pelzer e colaboradores, 2004).

Em mulheres na pré-menopausa os niveis de pressao arterial estao
aumentados comparados com homens da mesma idade. No entanto, apos a
menopausa a prevaléncia de hipertensao duplica, sugerindo que a perda dos
horménios esterdides gonadais seja um fator de risco determinante no
desenvolvimento da hipertensdo (Hinojosa-Laborde e colaboradores, 2004) e
que o estradiol seja importante na saude do sistema circulatério por apresentar
efeitos benéficos na parede vascular (Widder e colaboradores, 2003). Além
disso, o 17-B-estradiol tem se mostrado eficiente na reconstrugdo endotelial
apos lesao vascular (Imanishi e colaboradores, 2005).

Em sujeitos com fatores de risco para doenga cardiovascular ou em
portadores de doencas coronarianas, a vasomotricidade dependente do
endotélio é prejudicada e a agressao vascular provocada pelos estimulos
fisiopatolégicos reduz a biodisponibilidade de NO endotelial, prejudicando a
resposta vasodilatadora endotélio-dependente e caracterizando a disfungao
endotelial (Stein e colaboradores, 2004).

Ratas SHR ooforectomizadas, por nao apresentarem ovarios,
apresentam baixos niveis de estradiol plasmaticos e PA aumentada,

caracteristicas similares as mulheres em idade pds-menopausa, e portanto



constituem um modelo ideal para o objetivo deste estudo (Fortepiani e

colaboradores, 2002).

1.5 Estatinas e a Concentracao Plasmatica de Colesterol

Atualmente, as estatinas, proveniente da cultura de fungos, tém sido
amplamente estudadas pelos seus efeitos benéficos no organismo. Possuem
como propriedade comum a inibicdo da sintese do colesterol endocelular
(Giannini e colaboradores, 1999). O colesterol é incorporado ao organismo
através da alimentacdo ou sintetizado a partir da acetil-CoA e tem como
precursor o mevalonato. A reacdo é iniciada com a formacgao de 3-hidréxi-3-

metilglutaril-CoA (HMG-CoA) a partir da acetil-CoA, acetoacetil-CoA e agua.

EJ:‘F} AcetLIr-CoA
C—S—CoA Acetoacetato H,OH
Acetil-CoA | |
+ {I:HE / CH,
Acetoacetil-CoA ;
—* HO—C—CH; ——% HO—C--CH-- - -» Colesterol
4 ! HMG-CoA | '
H-,0 CH- redutase CH-
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glitari-CoA Mevalonato

FIGURA 2. Reacdo de sintese do mevalonato, precursor da sintese de

colesterol (adaptado de Cingolani e Houssay, 2004).

As estatinas competem com a enzima HMG-CoA redutase, impedindo
que o HMG-CoA se transforme em acido mevalbnico que normalmente é

transformado em colesterol apds sucessivas reagdes. As estatinas sao



utilizadas no tratamento das dislipidemias, pois apresentam agdo comprovada
na diminuicdo da formacao do acido mevalbnico e, portanto, possivelmente
auxiliam na reducdao da mortalidade por doenca cardiovascular (Gama e
colaboradores, 2005). Com a redugao do colesterol intracelular aumenta o
estimulo para a formacao de receptores de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) na membrana, facilitando a captagao das LDLs da circulagédo, e com isso
diminuindo seus niveis plasmaticos (Giannini e colaboradores, 1999). Possui
acao menos significativa na modificacdo das concentragdes do colesterol HDL
e de triglicerideos (Wierzbicki e colaboradores, 2003).

As estatinas podem ser divididas em naturais e sintéticas e diferem
fundamentalmente em termos de poténcia, perfil farmacocinético, interacao
farmacologica e efeito indesejado relacionado a miotoxicidade (Campo e
Carvalho, 2007).

A compactina (Mevastatina) foi o primeiro inibidor de HMG-CoA
redutase, descoberto em 1976, originalmente isolado como produto metabdlico
de culturas de Penicillium citrinium (Liao e Laufs, 2005). Atualmente, seis
estatinas sdo empregadas clinicamente: lovastatina, pravastatina, sinvastatina
(derivado semi-sintético), fluvastatina (primeiro agente totalmente sintético),
atorvastatina e rosuvastatina. Os efeitos na diminuicdo de LDL-colesterol ou
lipoproteina de baixa densidade (LDL) em pacientes hipercolesterolémicos
parecem ser semelhantes entre as estatinas. No entanto, a lovastatina e a
sinvastatina parecem mais vantajosas em relagcdo a pravastatina porque
aumentam o HDL-colesterol e diminuem triglicerideos séricos, lipoproteinas de

muito baixa densidade (VLDL) e colesterol VLDL (Campo e Carvalho, 2007).



A alteracdo de uma forma para outra ocorre com a modificacdo na sua
férmula estrutural, como por exemplo, a sinvastatina, que resulta da
modificagdo da lovastatina pela adicdo de um radical metila (Giannini e

colaboradores, 1999).

1.6 Estatinas e o Controle da Pressao Arterial

Além da acdo conhecida na redugao das concentragdes de colesterol,
de sua acao anti-inflamatéria e antioxidante (Giannini e colaboradores, 1999)
existem evidéncias de sua influéncia sobre a sensibilidade barorreflexa e
portanto, sobre o controle autondmico no organismo. De fato, Patterson e
colaboradores (2002) mostraram uma melhora da sensibilidade barorreflexa
com o uso de estatinas, e van Dokkun e colaboradores (2002) demonstraram
em ratos SHR tratados com estatinas, uma diminuicdo dos valores da PA. Além
disso, estudos em coelhos hipertensos mostraram que a sinvastatina promoveu
um aumento da sintese de oxido nitrico promovendo efeitos simpato-inibitérios
com melhora da funcédo reflexa cardiovascular possivelmente devida ao
aumento da atividade vagal. Esse estudo mostrou que a sinvastatina melhorou
a sensibilidade barorreflexa independentemente das concentragcbes de
colesterol total e colesterol lipoproteinas de alta densidade (HDL), evidenciando
os efeitos benéficos deste tratamento por vias ainda ndo bem conhecidas
(Pliquett e colaboradores, 2003a).

Neste sentido, ha evidéncias de que, além do efeito hipolipemiante das
estatinas, elas possuem efeitos diretos, antiinflamatdrios e antioxidantes, sobre

a parede arterial (Giannini e colaboradores, 1999). Possivelmente isso se deva



a uma menor ativacdo de proteinas em vias de sinalizagdo celular que
condicionam a sintese de substancias antiinflamatorias e maior expressao do
NO, melhorando a vasorreatividade dependente do endotélio (Fonseca, 2005).
Teoricamente as estatinas, por aumentar a biodisponibilidade de NO endotelial,
poderiam diminuir a PA em hipertensos (Kishi e colaboradores, 2003).

Outro mecanismo com grande possibilidade de contribuir para a melhora
do controle da pressao arterial se refere a melhora do balango simpato/vagal.
Nao ha duvidas quanto a ocorréncia de hiperatividade simpatica nesses
animais (Frohlich e Pfeffer, 1975; Judy e Farrell, 1979; Morrison e Whitehorn,
1982; Lundin e colaboradores, 1984) e, portanto, neste estudo, pretendemos
avaliar a influéncia da sinvastatina no controle autondmico da presséao arterial
em SHR. A avaliacido da variabilidade da FC e PA nos dominios do tempo e da
frequéncia (analise espectral), constituem ferramenta ideal no estudo da
participacdo dos sistemas simpatico e parassimpatico no controle reflexo do
sistema cardiocirculatorio.

Dessa forma, as estatinas surgem como uma possibilidade de atuar néao
sO na reducdo das concentracdes plasmaticas de colesterol, mas também
auxiliando no tratamento da disfungcdo autonémica e provavelmente na reducao

dos niveis de PA.



HIPOTESE I



2. HIPOTESES

H1 : A sinvastatina melhora o balanco simpato/vagal, independentemente dos

efeitos do estrogénio na circulacdo, em ratas espontaneamente

hipertensas.

HO A sinvastatina ndo interfere no balanco simpato/vagal em ratas

espontaneamente hipertensas.



OBJETIVOS I



3. OBJETIVO

3.1 Geral

O presente estudo propde-se a estudar o efeito da administracado de

sinvastatina sobre o controle autonémico da pressdo arterial de ratas

espontaneamente hipertensas na auséncia do estrogénio.



MATERIAIS E METODOS I



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 14 ratas espontaneamente hipertensas, provenientes
do biotério da Universidade de Sao Paulo (USP), com idade de 16 semanas,
pesando em torno de 150 a 200g. Os animais foram mantidos no biotério do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, onde permaneceram 5 animais em cada caixa, com racgao
padrao e agua ad libitum. A temperatura ambiente foi mantida entre 22 e 24°C
e o ciclo claro-escuro foi de 12 horas (07:00-19:00, periodo claro).

Todos os procedimentos experimentais adotados para os animais
obedeceram as normas estabelecidas pela Comissdo de Pesquisa e ética em
Saude do Grupo de Pesquisa e Pds-Graduacdo do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre, RS (Goldin; Raymundo, 1997).

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais, abaixo
relacionados:

Grupo SHR Controle (SC): ratas hipertensas ooforectomizadas sem
administracao de sinvastatina (n = 8).

Grupo SHR Tratado (ST): ratas hipertensas ooforectomizadas com

administragao de sinvastatina por um periodo de 7 dias (n = 6).



O calculo do tamanho de amostra foi feito utilizando o software computer
Programs for Epidemiologists (PEPI — versdo 4.04x), sendo o numero de
amostras (n=10) estimado, considerando uma diferenca minima entre os
grupos de 2 desvios-padrdao, uma probabilidade minima de erro tipo | de 5%
(=0.05) e uma probabilidade de erro tipo Il de 20% (p=0.2), com base nos
estudos realizados anteriormente (Fortepiani et al.,, 2002; Pliquett e

colaboradores, 2003a; Sironi et al., 2005).

Apoés os procedimentos experimentais os animais foram mortos e as
carcagas encaminhadas ao biotério do ICBS para armazenamento apropriado
até a coleta pelo Departamento Municipal de Limpeza Urbana (DMLU) para sua

incineragéo.

4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Determinacgao da hipertensido dos animais

Para determinacdo dos niveis de hipertensdo arterial foi realizado
registro da PAS por pletismografia caudal, com os animais acordados,
utilizando o sistema da KENT SCIENTIFIC (RTBP1001 Rat Tail Blood Pressure
System for rats and mice, Litchfield, USA). Quando os animais estavam com 16
semanas, deu-se inicio a adaptacdo ao sistema de registro que consistiu na
colocagao do animal no cilindro, uma vez por dia, durante 7 dias. Na 172

semana procedeu-se a coleta dos registros da PA.



4 .3.2 Ooforectomia

Na semana seguinte as medidas de PA, as ratas foram submetidas ao
procedimento cirdrgico de ooforectomia, que consistiu inicialmente na
anestesia intraperitoneal via intraperitoneal com uma mistura de quetamina (90
mg/kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg) (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,
1985. NIH Publication N°. 86-23).

Foi feita uma incisdo bilateral de aproximadamente 1,5 cm na pele e
tecido subcutaneo, entre a crista iliaca e as costelas, sendo feita uma segunda
incisao no tecido muscular. Introduziu-se uma pinga até encontrar uma massa
de gordura que delimitava o ovario, sendo este exposto e ligado abaixo da
trompa uterina, procedendo-se da mesma maneira no outro lado do animal. As
incisdes foram entdo suturadas e os animais colocados em caixas individuais

para recuperagao da cirurgia (Slatter, 1998).

FIGURA 3. Procedimento cirurgico de ooforectomia. Fonte: (Baker e

colaboradores, 1979).



4.3.3 Administracao de Sinvastatina

Segundo protocolo ja estabelecido por Barp e colaboradores (2002),
quatro semanas apos a ooforectomia € um periodo que seguramente ha um
declinio significativo na produgdo hormonal. Dessa forma, foi iniciada a
administracao de Sinvastatina, por gavagem, uma vez ao dia, durante 7 dias. A
dose utilizada foi de 5 mg/kg, diluida em agua, conforme protocolo ja
estabelecido por Oliveira e colaboradores (2004). A utilizacdo de agua como
veiculo para diluicdo diminui a interferéncia nos resultados obtidos.
Respeitando o mesmo volume e periodo, o grupo controle recebeu somente
agua por gavagem.

O tratamento por 7 dias teve como objetivo verificar se o uso de
sinvastatina promove alteracées no controle reflexo da PA a curto-prazo, uma
vez que um estudo piloto realizado em nosso laboratério apontou uma
diminuicdo da PA com 15 dias de tratamento. O objetivo deste estudo foi
determinar o efeito da sinvastatina sobre o balango simpato/vagal,
independentemente das alteracbes encontradas nos valores de PA. Essa
descoberta apresenta importancia clinica, uma vez que demonstra a eficiéncia

do uso de sinvastatina ja nos primeiros dias de tratamento.

4.3.4 Cateterizacao

O procedimento cirurgico foi baseado na descri¢ao feita por Waynforth e

Flecknell (1992).



As ratas foram anestesiadas via intraperitoneal com uma mistura de
quetamina (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20mg/kg) para implantagao dos
cateteres confeccionados em tubos tygon PE-50 (didmetro interno de 0,05 mm)
com aproximadamente 5 cm, conectados a tubos de polietieno PE-10
(didmetro interno de 0,01 mm), com aproximadamente 2,5 cm (Clay Adams,
USA). Os animais foram mantidos aquecidos com |lampada de 60W a uma
distdncia que garantisse o0 aquecimento com seguranga do momento da
anestesia até a total recuperacdao dos animais. Os cateteres de polietileno
estavam preenchidos com solugao fisioldégica de NaCl 0,9% contendo heparina
sédica (Liguemine — Roche, 5.000 U) na proporgao de 0,5 mL para 0,02 mL,
respectivamente, para manterem-se desobstruidos durante a lavagem que
precedia cada registro de pressdo. Através de uma incisdo na regiao ventral
do animal, os cateteres foram posicionados no interior da artéria carétida e veia
jugular para posterior registro crénico de pressao arterial e administragdo de
drogas, respectivamente, e exteriorizados na regido dorsal do pescogo. Os
sinais de PA e FC foram obtidos 24 horas apds o procedimento cirurgico de
cateterizagdo com o animal acordado e com livre movimentagéo na caixa.

A dose de anestésico utilizada era a recomendada pelo Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,

1985. NIH Publication N°. 86-23).



FIGURA 4. Local de dissecagao para cateterizagdo da artéria carétida e veia

jugular.
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FIGURA 5. Exposicao da artéria carotida.



4.3.5 Registro da Pressao Arterial

Os sinais de PA e FC foram obtidos 24 horas apos o procedimento
cirurgico de cateterizagdo com o animal acordado e com livre movimentagéo na
caixa.

Os animais permaneceram conscientes e com livre movimentacao
durante as medidas cardiovasculares, pois a canula arterial foi conectada a
uma extensao de 20 cm, que permitiu livre movimentagéo do animal pela caixa
durante todo o periodo do experimento. Para registrar as modificagdes na
pressao arterial e freqliéncia cardiaca, a extensdo estava conectada a um
transdutor eletromagnético (P23 Db, Gould-Statham, Oxnard, CA, EUA),
acoplado a um pré-amplificador de sinais (Hewlet-Packard 8805C, Puerto Rico,
EUA) e conectado a um sistema computadorizado de aquisicdo de dados
(CODAS, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), especialmente desenvolvido
para obtencdo de medidas cardiovasculares. Os sinais de PA e FC foram
registrados durante 20 minutos a uma frequéncia de amostragem de 2 kHz por
canal e gravados usando computador (XPS-D300; Dell Computer Corporation,
Austin, TX, EUA) permitindo analise dos pulsos de pressao, batimento-a-
batimento e posterior mensuragdo dos valores de PAS, pressao arterial
diastdlica (PAD), pressao arterial média (PAM) e FC pelo intervalo de pulso
(IP), determinada a partir do intervalo entre dois picos sistolicos. Um disco
removivel “zip” foi utilizado para armazenar os resultados. Apds realizar os
registros, a PA e a FC foram analisadas observando um intervalo de 0,5
segundo o que permitiu a verificacdo de todos os batimentos cardiacos do

animal.



4.3.6 Avaliagao da Sensibilidade Reflexa Pressorreceptora

A sensibilidade reflexa pressorreceptora foi avaliada através dos
registros de sistograma e tacograma, pelo indice alfa [LF IP / LF PAS + HF IP
IHF PAS]%®), realizados a partir da relacdo entre as oscilacdes da PAS e o IP,

nas regides de baixa e alta frequéncia.

4.3.7 Sequéncia Experimental

Os experimentos do estudo seguiram a seguinte sequéncia:

A B c D E F
I | | | | |
I I I I I I
162 172 182 212 222 232
Semana Semana Semana Semana Semana Semana
Onde:

A — B: Adaptagao dos animais ao cilindro (componente do aparelho de pressao
caudal) e coleta de sangue;

B — C: Pletismografia Caudal;

C: Ooforectomia;

C — D: Recuperagao da cirurgia de ooforectomia;

D — E: Tratamento com sinvastatina/agua por gavagem;

E — F: Avaliagdes hemodinamicas e coleta de sangue.



4.3.8 Variabilidade no Dominio da Frequéncia (Analise Espectral Modelamento

Auto-regressivo).

Cada batimento cardiaco foi identificado através da utilizacdo de
algoritmo implementado no Windag/DATAQ, que automaticamente realizou a
deteccgao dos IP, do evento sistélico da onda do sinal de pressao arterial.

Apos esta leitura automatica foi realizada uma verificacdo por inspecao
visual, para identificar e/ou corrigir alguma marcagéo nao correta. Em seguida
foi gerada a série temporal de cada sinal a ser estudado, isto €, o intervalo de
pulso cardiaco (tacograma) e da pressao arterial sistdlica (sistograma). Quando
necessario, utilizou-se a interpolagao linear da série tacograma e sistograma,
para retirar as distorgbes indesejaveis. Os dados foram armazenados em
arquivos em formato texto e utilizados, posteriormente, em um programa de
analise espectral autorregressiva linear 24 horas, o qual detectou a frequéncia
central, numero e poténcia de cada componente. A faixa de frequéncia de
interesse para analise espectral no rato encontra-se no intervalo que vai de 0
até 3Hz. A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de freqiéncia de
interesse: HF, entre 0,75 e 3,0 Hz; LF, entre 0,20 e 0,75 Hz e muito baixas
frequéncias (VLF), menores que 0,20 Hz. Devido ao nosso tempo de coleta dos
sinais de interesse para a analise espectral, esse estudo ndo aborda as faixas
VLF.

A variabilidade da pressao arterial sistdlica (VPAS) e a VFC pelo IP no
dominio do tempo foi expressa através da média dos desvios padrdes, em

intervalos de tempos iguais (10 minutos).



A variabilidade no dominio da freqiéncia (analise espectral) da PAS e
da FC representada pelo IP foi expressa pela densidade espectral em mmHg?,
para sistograma e ms? para tacograma. Tanto para o sistograma quanto para o

tacograma foram comparados poténcias de LF e de HF.

4.3.9 Medidas das concentracdes de colesterol plasmatico total

As amostras de sangue para verificagdo das concentracbes de
colesterol plasmatico foram coletadas na 162 semana e apds o tratamento com
sinvastatina (21 semana). As concentragbes de colesterol total foram
analisados a partir de amostras de 100 uL de sangue, coletadas do plexo retro-
orbital com tubos para hematdcrito. Apds centrifugagao, o plasma foi utilizado

para as leituras em espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 550 nm.

As amostras foram analisadas através do kit comercial da In Vitro
Diagnéstica, que utiliza o método enzimatico colorimétrico (Allain e
colaboradores, 1974). Neste método as reagdes ocorrem com um grau elevado
de especificidade, onde todo o colesterol presente reage com a enzima
colesterol esterase e por uma cascata de reagdes origina o peroxido de
hidrogénio. Os reagentes utilizados nas reacbes sao: enzimas colesterol
esterase, colesterol oxidase, peroxidase, além do sistema cromaéforo, composto
por fenol e 4-aminoantipirina. O método se baseia no principio de hidrolizacao
dos ésteres de colesterol, presentes na amostra em estudo, pela agcéo da
enzima colesterol esterase até atingir a forma de colesterol livre e acidos
graxos. O colesterol livre € entdo oxidado pela enzima colesterol oxidase, a

colest-4-en-ona e perdéxido de hidrogénio. Na presenga de peroxidase e



peréxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados formando a
antipirilquinonimida que € um produto corado, sendo determinado

espectofotometricamente na faixa de 500 a 600 nm.

Neste teste o colesterol é determinado apods a hidrdlise enzimatica
(pela acdo da enzima colesterol esterase) e oxidacao (pela agdo da enzima
colesterol oxidase), formando o indicador quinoneimina a partir do peréxido de
hidrogénio e 4-aminofenazona na presencga de fenol e peroxidase. A analise do
colesterol total foi feita a partir de amostras de plasma sanguineo dos animais.

Os resultados do estudo foram expressos em mg/dL.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o software
GraphPad InStat, versédo 3.0 para Windows 95 (GraphPad Software, San
Diego, Califérnia, EUA).

Para avaliacdo das diferengas entre os grupos foi utilizado o teste t. Os
resultados foram apresentados através das médias + desvios padrdes, sendo

considerado significativo p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DA PRESSAO ARTERIAL POR PLETISMOGRAFIA

CAUDAL

A PA medida na 172 semana de idade ndo apresentou diferenca

significativa entre os grupos (TABELA 1).

TABELA 1 — Valores da pressao arterial sistolica por pletismografia caudal
SC ST

PAS (mmHg) 175 + 31 154 £ 15

Valores sao apresentados em médias + desvio padrao. Controles (SC) e

tratadas com sinvastatina (ST). (p<0.05)

5.2 DETERMINACAO DO BARORREFLEXO

A sensibilidade barorreflexa, determinada a partir das respostas
bradicardica e taquicardica reflexas ndo apresentou diferencgas significativas

entre os grupos (TABELA 2).

TABELA 2 — Sensibilidade Barorreflexa

SC ST
(n=28) (n=06)
Alfa LF 0,59 + 0,25 0,56 £0,19
Alfa HF 1,75+ 0,63 2,21+ 0,98

Valores sdo apresentados em médias + desvio padrdo. Controles (SC) e

tratadas com sinvastatina (ST). (p<0.05)



5.3 DETERMINACAO DIRETA DA PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA

CARDIACA

APA(SC=189+17; ST=180+ 15 mmHg) e a FC (SC = 166 + 12; ST
=175 + 17 ms) medida através do intervalo de pulso (IP), nd&o mostraram

diferencga significativa entre os grupos de ratas SHR controle e tratadas com

sinvastatina (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Frequéncia Cardiaca expressa pelo intervalo de pulso (IP), nos
grupos de ratas SHR controle (SC) e tratadas com sinvastatina (ST). Valores

expressos em média + desvio padrao (p<0.05).

5.4 VARIABILIDADE NO DOMINIO DO TEMPO

5.4.1 Variabilidade da pressao arterial sistélica

A VPAS, expressa pelas médias dos desvios padrbes, apresentou-se

significativamente maior no grupo SHR controle (9,13 = 2,31 mmHg) em

relacdo ao grupo tratado com sinvastatina (6,16 + 1,23 mmHg) (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Variabilidade da pressao arterial sistolica (VPAS) nos grupos de
ratas SHR controle (SC) e tratadas com sinvastatina (ST). Valores expressos

em média + desvio padrao (*p<0.05 em relagdo ao grupo controle).

5.4.2 Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

A VFC nao apresentou diferenga significativa entre os grupos (SC = 7,74

+1,32 ms; ST = 8,43 + 2,17 ms) (FIGURA 8).

15 -
@ 10 -
E T
O L
S 5-

0

SC

FIGURA 8. Variabilidade da FC (VFC) nos grupos de ratas SHR controle (SC) e

tratadas com sinvastatina (ST). Valores expressos em média + desvio padrao

(p<0.05).



5.5 VARIABILIDADE NO DOMINIO DA FREQUENCIA

5.5.1 Banda de baixa frequéncia (LF) no sistograma

O grupo ST apresentou uma diminuigao significativa na banda de LF no
sistograma (ST = 11,09 + 5,40 e SC = 26,64 + 16,47 mmHg?) (FIGURA 9).
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FIGURA 9 — Banda de LF do sistograma nos grupos de ratas SHR controle
(SC) e tratadas com sinvastatina (ST). Valores em médias + desvio padrao,

(*p<0.05 em relagao ao grupo controle).

5.5.2 Banda de alta frequéncia (HF) no sistograma

Em relacdo a banda de HF nao foi observada diferenca significativa

entre os grupos (SC = 6,84 + 4,72 e ST = 3,65 + 1,00 mmHg?).

5.5.3 Banda de baixa frequéncia (LF) no tacograma

Os grupos nao apresentaram diferenga significativa na banda de LF no

tacograma (SC = 8,01 + 5,32 e ST = 4,16 + 4,37 ms?).



5.5.4 Banda de alta freqténcia (HF) no tacograma

Em relacdo a banda de HF nao foi observada diferenca significativa

entre os grupos (SC = 16,92 + 6,67 e ST = 17,24 + 10,95 msz).

5.5.5 Valores Normalizados da Banda de LF no Tacograma (ms?)

Os valores de poténcia da banda LF, expressos por Unidades
Normalizadas (UN), mostraram-se reduzidos no grupo ST (SC = 30,97 + 10,91

e ST = 17,38 + 8,12 ms?) (FIGURA 10) quando comparados ao SC.
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FIGURA 10 — Valores das poténcias normalizados da banda de baixa
frequéncia (LF) do IP nos grupos de ratas SHR controle (SC) e tratadas com
sinvastativa (ST). Os valores representam médias + desvio padrao (*p<0.05 em

relacdo ao grupo controle).

5.5.6 Valores Normalizados da Banda de HF no Tacograma (ms?)

Os valores de poténcia da banda HF, expressos por UN, mostraram-se
aumentadas no grupo ST (SC = 69,02 + 10,91 e ST = 82,61 + 8,12 msz)
(FIGURA 11).
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FIGURA 11 — Valores das poténcias normalizados da banda de alta frequéncia
(HF) nos grupos de ratas SHR controle (SC) e tratadas com sinvastativa (ST).
Os valores representam médias + desvio padréo. (*p<0.05 em relagéo ao grupo

controle).

5.5.7 Balango Autondémico (LF/HF) no tacograma

Os valores do balanco autondmico apresentaram-se estatisticamente
reduzidos no grupo ST (SC = 0,48 + 0,25 e ST = 0,22 + 0,12 ms?) (FIGURA
12).
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FIGURA 12 — Balango autonémico (LF/HF) no tacograma, nos grupos de ratas
SHR controle (SC) e tratadas com sinvastativa (ST). Os valores representam

médias + desvio padrao. (*p<0.05 em relagdo ao grupo controle).



5.6 CONCENTRAGCOES DE COLESTEROL PLASMATICO TOTAL

Os valores de colesterol plasmatico nao diferiram significativamente em
nenhum momento entre os grupos, tanto na 16 semana (SC = 61,36 + 14,30 e
ST = 57,61 + 12,62 mg/dL) quanto na 222 semana ap6s o tratamento com

agua/sinvastatina (SC = 66,45 + 13,16 e ST = 70,64 + 6,99 mg/dL).
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6. DISCUSSAO

Esta dissertacdo teve como objetivo estudar os efeitos da administracao
de sinvastatina sobre o controle autonémico da presséao arterial e da freqténcia
cardiaca em ratas SHR na auséncia de estrogénio.

A necessidade de encontrar drogas que reduzam o colesterol plasmatico
nos remete a estudos epidemioldgicos pioneiros como o Projeto Framingham
(Gordon e colaboradores, 1977), mostrando que elevadas concentragbes de
colesterol HDL na corrente circulatoria, determinam uma protecdo contra
doencga coronariana, enquanto o colesterol LDL predispde a essas doencgas.
Brown e Goldstein (1985) identificaram o papel do LDL na patogénese da
aterosclerose (Brown e Goldstein, 1985).

Motivado a encontrar uma forma para reduzir o colesterol, Endo (2004)
identificou um metabdlito de um fungo capaz de bloquear a produgédo de
colesterol celular, inibindo parcialmente a enzima envolvida na via da sintese
de colesterol, a HMG-CoA redutase.

O desenvolvimento e a modificagdo da compactina levam a liberagao de
moléculas que diminuem o colesterol, as estatinas, que revolucionaram a
habilidade de diminuir as concentragdes plasmaticas de colesterol e, portanto,
controlar os riscos cardiovasculares da populagcdo mundial. Devido a esse
grande potencial, ndo é surpreendente que essas drogas sejam consideradas,
em termos clinicos e econdmicos, agente farmacéutico de tanto sucesso para a
aterosclerose quanto foi a penicilina para as doencgas infecciosas (Roberts,

1996).



No presente estudo foi observado que, apesar do uso da sinvastatina, as
ratas SHR ooforectomizadas nado apresentaram alteracdes significativas das
concentragdes de colesterol plasmaticas no grupo tratado. Por outro lado, o
tratamento com sinvastatina determinou um aumento significativo na atividade

vagal, associada a uma reducao da atividade simpatica sobre a PA e FC.

6.1 As estatinas e a regulagao da pressao arterial

Embora os efeitos benéficos das estatinas sejam normalmente
associados a reducdo das concentracbes plasmaticas de colesterol, nesse
estudo, observamos que em animais normocolesterolémicos, como as ratas
SHR ooforectomizadas, esse efeito parece ter sido abolido, uma vez que as
concentracdes plasmaticas de colesterol, medidas antes do tratamento com
sinvastatina, ndo diferiram significativamente daquelas observadas apds o
tratamento. Esse resultado demonstra que os efeitos sobre o controle da PA e
da FC nao foram devidos as diferengas nas concentracdes de colesterol nem
aos niveis da PA, uma vez que o tratamento ndo modificou significativamente
estes valores. Ao contrario, provavelmente os beneficios da sinvastatina se
devam a outros efeitos ainda ndo bem conhecidos dessa droga. Essa idéia é
confirmada por outros estudos que destacam os efeitos benéficos da
sinvastatina, independentes das concentracdes de colesterol plasmatico. Li e
colaboradores (2006), encontraram uma melhora no aprendizado e na memoria
de camundongos tratados com sinvastatina. Em outro estudo, realizado em

humanos normocolesterolémicos, houve uma reducdo da producdo de



leucocitos sem, no entanto, mostrar reducéo das concentragdes de colesterol
LDL (Zineh e colaboradores, 2006).

Os efeitos benéficos das estatinas sdo confirmados ainda pelos achados
de Pliquett e colaboradores (2003a) que, apds a administracdo de sinvastatina
em coelhos normocolesterolémicos, observaram uma redugdo na atividade
simpatica renal sem qualquer alteracdo nas concentracdes de colesterol total
ou HDL.

Dessa forma, ndo ha duvidas de que as estatinas nao alteram apenas as
concentracdes plasmaticas de colesterol, mas provocam muitos outros efeitos
sobre o organismo.

Além disso, estudos demonstram que as estatinas melhoram a funcao
endotelial, ativando a enzima 6éxido nitrico sintetase endotelial (Kaesemeyer,
1999) e aumentam a capacidade antioxidante (Bauersachs e colaboradores,
2001; Wagner e colaboradores, 2000), melhorando a fungdo autondmica na
insuficiéncia cardiaca (Pliquett e colaboradores, 2003a). Por outro lado, sabe-
se também que é o aumento da concentracdo de HDL plasmatico que previne
e corrige a disfungcado endotelial (Norata e Catapano, 2005), no entanto nao foi
foco deste estudo verificar se houve alteragao nesta relagao e sim determinar
se a administracdo de sinvastatina, sem modificar a concentragao de colesterol
total, poderia ter outros efeitos sobre o controle neurogénico da PA e FC.

Nossos achados mostraram uma melhora significativa no balango
simpato/vagal, evidenciada na relacdo entre os componentes LF/HF. O grupo
controle apresentou uma relagéo LF/HF 118% maior do que o grupo submetido

ao tratamento com sinvastatina, demonstrando que o componente simpatico de



regulacdo da PA e FC estava significativamente mais ativado nesse grupo do
que no tratado com sinvastatina.

Nossos resultados corroboram com os achados de Pliquett e
colaboradores (2003a) que demonstraram em coelhos com insuficiéncia
cardiaca, uma depressao tanto do componente LF quanto do HF, enquanto os
animais tratados com sinvastatina apresentaram recuperacao desses
componentes com melhora da fungao autondémica.

O aumento na unidade normalizada do componente LF, observada em
condigdes patolégicas como na hipertensdo, muda a relagao simpato/vagal em
direcdo a um predominio da modulagao simpatica e determina alteragdes da
VFC (Pliquett e colaboradores, 2003b). Esses autores demonstraram em
coelhos normocolesterolémicos um aumento da VFC com o uso de
sinvastatina, provavelmente devido a restauragdo do ténus vagal. Além disso,
pacientes hipercolesterolémicos, com doenca arterial coronariana, tratados
durante dois anos com estatinas, também apresentaram um aumento da VFC.
Os autores atribuiram esse resultado possivelmente a melhora no balanco
simpato/vagal, observado pelo aumento do componente HF e diminui¢do do LF
em unidades normalizadas (Pehlivanidis e colaboradores, 2001). Esse efeito é
extremamente desejavel, uma vez que o aumento da VFC contribui para a
diminuicdo da VPAS. Por outro lado, Hamaad e colaboradores (2005)
verificaram um aumento da VFC com acdo das estatinas apenas sobre a
atividade simpatica de pacientes com insuficiéncia cardiaca, com pouca ou
nenhuma agao na atividade parassimpatica.

Nossos resultados mostraram que a VFC, vista no tacograma, néao

apresentou diferenca significativa entre os grupos quanto aos valores absolutos



dos componentes HF e LF. No entanto, quando analisamos os componentes
HF e LF em unidades normalizadas, bem como a relagao LF/HF, vemos que ha
uma melhora no balango simpato/vagal nos animais tratados. De fato, o
tratamento com sinvastatina, promoveu uma redugado de 56% no componente
LF e um aumento de 20% no componente HF, em relagdo ao grupo controle.
Essa alteracdo no balango simpato/vagal, em favor do componente HF,
provavelmente seja responsavel pela menor VPAS encontrada no grupo
tratado.

As complicagdes associadas com a hipertensao podem ocasionar lesdes
incluindo aterosclerose, lesao renal, entre outros (Su e Miao, 2005). Os niveis
de PA s&o importantes no progndstico dessas lesbes em pacientes ou animais
hipertensos. Entretanto, o nivel de PA n&o é o unico determinante de lesdo em
o6rgao alvo, mas também a VPAS e a sensibilidade barorreflexa (Parati e
colaboradores, 1987, Su e Miao, 2001). Isso implica que o tratamento
antihipertensivo pode néo apenas reduzir os valores de PA, mas também
reduzir a VPAS e melhorar a sensibilidade barorreflexa, sendo importante fator
de protegao ao sistema cardiovascular (Xie e colaboradores, 2006).

Estudos demonstram um prejuizo do barorreflexo em SHR machos
(Widdop e colaboradores,1990; Shan e colaboradores, 1999). No entanto, até a
presente data, ndo encontramos na literatura estudos relacionando o uso de
estatinas com a atividade barorreflexa em ratas SHR ooforectomizadas, ou
mesmo em ratos machos espontaneamente hipertensos. Nossos resultados
mostram que nao houve diferenga significativa na atividade barorreflexa entre
0s grupos, apesar da diferengca encontrada na VPAS. Embora o resultado

esperado fosse que a atividade barorreflexa influenciasse a VPAS, ja que



comandam a frequéncia cardiaca e, portanto, interferem nos valores de
pressao arterial, Su e colaboradores (1992) demonstraram que o controle
barorreflexo sobre o coracdo nao esta relacionado com a VPAS, tanto em ratos
normotensos quanto hipertensos. De qualquer forma, é preciso considerar que
nossos achados sao resultados de um tratamento de curta duracdo com
5mg/kg de sinvastatina. Estudos ainda nao publicados de nosso laboratério
demonstram que o tratamento com a mesma dose, porém durante 15 dias,
alterou o controle baroreflexo sobre o coracéo.

Da mesma forma, resultados de estudos em coelhos
normocolesterolémicos mostram que a atividade barorreflexa encontra-se
significativamente aumentada com o uso de sinvastatina apenas na dose de 3
mg/kg. Nesses animais, todas as doses utilizadas (0,3, 1,5 e 3 mg/kg) nao
reduziram as concentracdes de colesterol total e também n&o alteraram os
valores de PA. Esse fato demonstra que a melhoria da atividade barorreflexa
pode ser influenciada pela dose de sinvastatina. Além disso, & preciso
considerar que, sob condicbes fisioldgicas os coelhos sao conhecidos por
apresentarem uma PA mais instavel, mais baixa e com maior variabilidade do
que os ratos (Sato e colaboradores, 1995). Dessa forma, a discordancia
observada entre os nossos resultados e aquele encontrados em coelhos, pode
ser explicada pelas diferengas metodolégicas entre os estudos como a dose e
o tempo de administragao de sinvastatina, a espécie, o sexo dos animais e as
diferengas observadas na forma de regulagao da PA entre ratos e coelhos.

Outro aspecto que deve ser analisado ao interpretar os resultados
refere-se ao fato de que as fémeas deste estudo foram ooforectomizadas e,

portanto, perderam o efeito protetor do estrogénio sobre o sistema



cardiovascular de forma aguda. Muitos estudos em ratos demonstram que o
estrogénio, entre muitos outros efeitos, pode aumentar a biodisponibilidade do
NO nos vasos (Lantin-Hermoso e colaboradores, 1997; Clausin-Glaser e
colaboradores, 1997; Chen e colaboradores, 1999), pois aumenta a expressao
génica da isoforma indutivel da NO sintase (Binko e Majewski, 1998). Além
disso, o estrogénio também altera as concentragcbes plasmaticas de lipidios,
coagulagao, sistemas fibrinoliticos e sistemas antioxidantes, além de alterar a
producao de moléculas vasoativas como o NO e as prostaglandinas, todos
envolvidos no desenvolvimento da doenga cardiovascular (Mendelsohn e
Karas, 2007). Nosso objetivo foi identificar se a sinvastatina apresentava algum
efeito benéfico no controle autondmico da PA e FC, independente daqueles
mediados pelo estrogénio na circulagdo. Sendo assim, € razoavel acreditar
que, na auséncia de estrogénio, a melhora no balango simpato/vagal se deva a
outros efeitos da sinvastina.

Além disso, a estrutura quimica e as propriedades funcionais dessa
classe de substancias devem ser consideradas como importantes na definicao
de suas agdes no organismo. A Lovastatina, pravastatina e a prépria sinvastina
sdo derivadas de fungos, enquanto a atorvastatina, cerivastatina, fluvastina,
pravastatina, pitavastatina e a rosuvastatina sao compostos totalmente
sintéticos. Dessa forma, as diferentes propriedades farmacocinéticas da droga
podem resultar em diferengcas na solubilidade, tempo de atuacdo, bem como
sua metabolizagdo (Schachter, 2005) e assim ocasionar diferengas nos seus
efeitos sob o organismo.

Pelo exposto, ndo ha duvidas de que a utilizacdo das estatinas

apresenta inUmeras vantagens para o organismo. No entanto, ndo podemos



deixar de considerar a sua contribuigdo ao dano aos midcitos pela participagao
do colesterol na organizacdo das proteinas na célula muscular esquelética
(Draeger e colaboradores, 2006). E preciso ser bastante criterioso no
momento de decidir sobre a sua utilizagdo no tratamento de doengas,
considerando os riscos e os beneficios dessa terapia.

Nesse estudo, evidenciamos uma melhora no balango simpato/vagal em
fémeas hipertensas, independente dos beneficios atribuidos ao estrogénio na
circulagdo. No entanto, mais estudos sao necessarios para esclarecer o0s

mecanismos envolvidos nesse efeito.
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. SUMARIO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

\]

A PA medida no inicio do experimento, por pletismografia caudal, néo

mostrou diferencga significativa entre os grupos.

e As concentracdes plasmaticas de colesterol, medidas antes do tratamento
com sinvastatina, ndo diferiram significativamente daquelas observadas
apoés o tratamento. Portanto, os efeitos sobre o controle da PA e da FC nao
foram devidos as diferencas nas concentra¢des de colesterol.

e As respostas bradicardicas e taquicardicas ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos, apesar da diferenca encontrada na VPAS.

e A VPAS apresentou-se significativamente diminuida no grupo tratado com
sinvastatina, mas a VFC nao apresentou diferengas significativas entre os
grupos.

e Houve uma melhora significativa no balango simpato/vagal, evidenciada na
relacdo entre os componentes quando analisamos os componentes HF e LF
em unidades normalizadas, bem como a relagéo LF/HF.

e A alteragdo no balango simpato/vagal, em favor do componente HF,
provavelmente seja responsavel pela menor VPAS encontrada no grupo
tratado.

e O grupo controle apresentou o componente simpatico significativamente

mais ativado que o grupo submetido ao tratamento com sinvastatina.

Os resultados confirmam a hipétese de que a sinvastatina melhora o
balango simpato/vagal em ratas espontaneamente hipertensas, independente

da participagao do estrogénio.
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