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RESUMO

NETO-FERREIRA, Rodrigo. Efeitos benéficos da rosuvastatina no remodelamento
da parede da aorta em ratos deficientes em Oxido nitrico. 2008. 46 f. Dissertacao
(Mestrado em Morfologia) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

O excesso da adiposidade e o aumento da pressao arterial (PA) na infancia
juntamente com modificacBes longitudinais adversas na idade adulta, sao
importantes para definir as variaveis de risco da sindrome metabdlica ao longo do
tempo, 0 que caracteriza a histéria natural precoce da hipertensdo. Os inibidores da
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA) redutase, ou estatinas, afetam a
funcdo endotelial independente de sua capacidade hipolipemiante, podendo ter
importante funcdo no controle da pressao arterial devido aos seus efeitos
pleiotrépicos. Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos benéficos da
Rosuvastatina no remodelamento estrutural e ultraestrutural da aorta em modelo de
hipertenséo induzida pelo blogueio da 6xido nitrico sintetase (NOS) em ratos. Ratos
Wistar foram divididos em 4 grupos: grupo controle (C), normotensos nao tratado;
grupo controle tratado (CR), normotensos tratados com Rosuvastatina
(20mg/kg/dia); grupo L-NAME (LN), hipertensos que receberam L - NAME
(40mg/kg/dia); e grupo L-NAME tratado (LNR), que recebeu L-NAME e
Rosuvastatina nas mesmas doses. Os animais foram anestesiados profundamente e
sacrificados na quinta semana de administracdo das drogas. A administracdo de L-
NAME levou a um aumento nos valores da pressao arterial nos grupos LN e LNR. O
tratamento concomitante de L-NAME com Rosuvastatina mostrou eficacia na
reducdo dos niveis da pressdo sanguinea em comparagdo com o grupo hipertenso.
Observou-se um maior espessamento da tdnica intima e média da aorta toracica no
grupo LN, mas nédo no grupo LNR. A administracdo de Rosuvastatina a animais
deficientes em NO provocado pela administracdo cronica de L-NAME durante cinco
semanas provou ter efeitos benéficos na pressdo sanguinea, melhorando a
disfuncéo endotelial, e atenuando o remodelamento adverso estrutural da parede da
aorta.

Palavras-chave: Hipertensdo arterial. Oxido nitrico. L-NAME. Remodelamento
vascular.



ABSTRACT

The excessive adiposity and increased blood pressure, beginning in childhood,
together with accelerated adverse longitudinal changes in risk variables of metabolic
syndrome throughout young adulthood characterized the early natural history of
hypertension. The 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitors, or
statins, affect the endothelial function independently of its hypolipemiant capacity
and, additionally, could have importance in the control of the blood pressure due to
their pleiotropic effects. This study aimed at evaluating the beneficial effects of
Rosuvastatin upon structural and ultrastructural aortic remodeling in a model of
hypertension induced by NO synthase blockade in rats. Wistar rats were divided into
4 groups: Control group (C), normotensive untreated; control treated group (CR),
normotensive treated with Rosuvastatin (20mg/kg/day); L-NAME group (LN),
hypertensive that received L-NAME (40mg/kg/day); and L-NAME treated group
(LNR), which received L-NAME and Rosuvastatin in the same doses. Animals were
deeply anaesthetized and killed after 5 weeks of drugs administration. The L-NAME
administration yielded higher blood pressure (BP) values in LN and LNR groups. The
concomitant treatment with L-NAME and Rosuvastatin showed efficacy in reducing
BP levels in comparison with the hypertensive group. It was observed thicker internal
and media tunics of thoracic aorta in LN group, but not in LNR group. All in all, the
administration of Rosuvastatin to NO deficient animals provoked by chronic L-NAME
administration during five weeks proved to have beneficial effects on BP, improved
the endothelial dysfunction, and attenuated the adverse structural remodeling of the
aortic wall.

Keywords: Arterial hypertension. Nitric oxide. L-NAME. Vascular remodelling.
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INTRODUCAO

Os inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG CoA) redutase,
ou estatinas, sdo alguns dos medicamentos amplamente prescritos nos Estados
Unidos da América (Belay, Belamarich et al. 2007). Seus beneficios sdo proveni-
entes tanto da reduc&o nos niveis das lipoproteinas aterogénicas (LDL-C) quanto
do aumento das lipoproteinas antiaterogénicas (HDL-C) (Nicholls, Tuzcu et al.
2007). Além disso, as estatinas afetam a funcdo endotelial independente de sua
capacidade hipolipemiante, podendo ter importante fungé&o no controle da pressao
arterial devido aos seus efeitos pleiotropicos (Bezerra e Mandarim-de-Lacerda
2005; Milionis, Liberopoulos et al. 2006).

O bloqueio da enzima oOxido nitrico sintetase endotelial (eNOS) e, por con-
seguinte, a biossintese do o6xido nitrico (NO) leva a uma disfuncdo endotelial e
comprometimento da vasodilatagdo com consequente hipertensao arterial sisté-
mica e sobrecarga cardiaca (Ribeiro, Antunes et al. 1992). Um dos principais or-
gaos alvo para os efeitos das estatinas € o endotélio vascular, que desempenha
um papel importante no desenvolvimento de aterosclerose e angiogénese. As es-
tatinas parecem ter efeitos vasculares independentemente do colesterol, por esta-
rem diretamente envolvidas na restauracdo e melhora da funcdo endotelial, au-
mentando a producédo do NO, promovendo a re-endotelizacdo apds a injuria endo-
telial, e inibindo a resposta inflamatoéria dentro da parede do vaso (li e Losordo
2007).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos benéficos da Ro-
suvastatina sobre o remodelamento estrutural e ultraestrutural adrtico em modelo

de hipertenséo induzida pelo bloqueio da NO sintetase em ratos.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Origem e mecanismo de a¢cédo das estatinas

Pesquisas de agentes capazes de reduzirem o0s niveis de colesterol como
meio de prevenir ou atenuar doencas cardiovasculares levou a descoberta de va-
rios inibidores da biossintese do colesterol (Kornbrust, MacDonald et al. 1989). A
compactina foi a primeira substancia descrita como inibidora da HMG CoA redu-
tase, isolada de culturas de Penicillium citrinum, servindo de base para a produ-
cdo das estatinas (Brown, Faust et al. 1978). Posteriormente um analogo relacio-
nado estruturalmente a compactina, que difere somente na presenca de um grupo
metil, a lovastatina (inicialmente chamada de mevinolina) foi isolada de culturas
de Aspergillus terreus. Apés estudo intenso esta droga foi aprovada para uso nos
Estados Unidos da América pela “Food and Drug Administration” em 1987
(Brown, Faust et al. 1978).

As estatinas sdo substancias que tém capacidade de regular a sintese do
colesterol no figado e em outros tecidos, por competicdo com a enzima HMG CoA
redutase, impedindo a formacédo do &cido mevalénico. Deste modo, as estatinas
impedem a sintese de importantes isoprendides, tais como farnesilpirofosfato e
geranilgeranilpirofosfato, que séo precursores da sintese do colesterol (figura
1)(Vaughan, Gotto et al. 2000; Wang, Liu et al. 2008).

Estas drogas fazem mais do que apenas competir com os sitios desta en-
zima, elas alteram sua conformacdo quando se ligam ao seu sitio ativo, fazendo
com que as mesmas aumentem sua eficacia e especificidade (Stancu e Sima
2001).

A inibicdo da HMG CoA redutase, além de reduzir o colesterol intracelular,
induz a ativacdo de uma protease que libera proteinas reguladoras do reticulo en-
doplasmatico. A consequente reducdo do LDL-colesterol nos hepatocitos, desen-
cadeia um aumento na expressao dos receptores hepaticos de LDL, reduzindo o
namero de LDL circulantes (Brown e Goldstein 1986; Alvarez 1999) e seus pre-
cursores (Maron, Fazio et al. 2000; Vaughan, Gotto et al. 2000). Desta maneira,
as estatinas reduzem significativamente a incidéncia de eventos coronarianos,
tanto na prevencao primaria quanto na secundéria das doencas coronarianas.
(Stancu e Sima 2001).
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Figura 1. Esquema da inibicdo da sintese do colesterol no figado: a estatina inte-
rage com o sitio de ligacdo da HMG Coa redutase atuando como inibidor competi-
tivo, inibindo a sintese do colesterol (McGown e Brookes 2007).
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1.2 Efeitos pleiotropicos das estatinas

Os inibidores da HMG CoA redutase, as estatinas, reduzem a mortalidade
e morbidade das doencas coronarianas (Zhou, Jaimes et al. 2004; Wang, Liu et
al. 2008). No entanto estas drogas podem exercer efeitos independentes de sua
capacidade hipolipemiante, conhecidos como efeitos pleiotropicos. Estes possu-
em grande importancia na disfuncdo endotelial, presséo arterial, agregacéo pla-
quetaria e efeitos anti-inflamatoérios (Koh 2000; Koh, Quon et al. 2008).

O NO representa um importante fator relaxante vascular derivado do endo-
télio, cuja expressdo também é regulada pela via da HMG CoA redutase (Alvarez
1999). Estudos clinicos e experimentais demonstram que a hipercolesterolemia
pode prejudicar a vasodilatacdo dependente do endotélio a partir das moléculas
de LDL-oxidada produzida pelos macréfagos, que promovem a diminuicdo da
producéo e liberagcdo do NO através da liberacdo do anion super-6xido (Alvarez-
de-Sotomayor, Perez-Guerrero et al. 1999). Desta maneira, as estatinas contri-
buem com o efeito antioxidante produzido pelas LDL, diminuindo a formacéao de
“células espumosas” pelos mondcitos. Isto promove a estabilizacdo de placas ate-
roscleréticas, (Alvarez 1999; Monetti, Canavesi et al. 2007; Ott, Schlaich et al.
2007; Kuwahara, Sasaki et al. 2008) melhorando a vasodilatacdo pelo aumento
de vasodilatadores enddgenos (NO) através da ativacao de eNOS (Figura 2) (li e
Losordo 2007).

Essas propriedades coletivamente referidas a esses efeitos podem diferir
de uma estatina para outra. Davidas quanto a sua importancia clinica existem, e
atualmente, nenhuma recomendacao clinica pode ser feita para distinguir uma es-
tatina de outra, baseado nos seus beneficios que vao além de sua capacidade

hipolipemiante (Chong, Seeger et al. 2001).
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Figura 2. Efeitos pleiotrépicos da estatina no endotélio vascular (li e Losordo
2007).

1.3 Hipertenséo arterial e estatinas

O excesso da adiposidade e o aumento da pressao arterial (PA), na infan-
cia, juntamente com modifica¢des longitudinais adversas na idade adulta sdo im-
portantes para definir as variaveis de risco da sindrome metabdlica ao longo do
tempo, 0 que caracteriza a histdria natural precoce da hipertensdo (Srinivasan,
Myers et al. 2006).

A adiposidade e a dislipidemia estéo associadas, por exemplo, em camun-
dongos PLSCR3(-/-), que sao produtos de uma classe de genes conservados de
Caenorhabditis elegans até os humanos, o qual, aos dois meses de idade, de-
monstram acumulo de gordura abdominal acompanhada por resisténcia a insuli-
na/ hiperinsulinemia, intoleréancia a glicose e dislipidemia (Wiedmer, Zhao et al.
2004).

Muitos hipertensos estado sob tratamento hipolipemiante com inibidores da
HMG CoA redutase devido a associagdo entre a hipercolesterolemia e hiperten-

s&o arterial, (Alvarez 1999) sendo a prescricdo de estatinas, associada a drogas
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antihipertensivas, um novo alvo terapéutico para reduzir os possiveis eventos

cardiovasculares (Hebert, Gaziano et al. 1997; Girerd e Giral 2004).

1.4 Oxido nitrico

1.4.1 Producéao

O fluxo sanguineo pode afetar as artérias através da forca de friccdo san-
guinea conhecida como “estresse de cisalhamento”, e este é sentido pelas células
endoteliais que liberam numerosos fatores vasoativos, tais como Fator Hiperpola-
rizante Derivado do Endotélio (FHDE), Prostaciclinas e o NO. Este ultimo rece-
beu atencdo consideravel por ser um dos vasodilatadores endégenos mais impor-
tantes.

O NO é formado pelo seu precursor, 0 aminodcido L-arginina, através de
um processo catalisado pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS). Este atravessa
0 endotélio para o musculatura lisa vascular, estimulando a enzima guanilato ci-
clase e consequentemente a formacdo do monofosfato ciclico de guanosina
(cGMP), resultando na modulacdo do diametro vascular pela sua habilidade em

relaxar o musculo liso (Davignon e Ganz 2004).
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Figura 3. Esquema mostrando a producédo de NO pelas células endoteliais e seu
efeito vasodilatador (Davignon e Ganz 2004).

1.4.2 Inibicdo do Oxido Nitrico pelo L- NAME

A administracdo aguda de analogos da L-arginina como o L-NAME (hidro-
cloreto de NG-nitro-metil-ester-L-arginina) € capaz de inibir a isoforma endotelial
NOS e a biossintese do NO, resultando no bloqueio de seus efeitos vasorrelaxan-
tes. Sua administragdo cronica em ratos tem desenvolvido um modelo de hiper-
tensdo arterial sistémica de grande magnitude e de natureza progressiva. (Perei-
ra, Vianna et al. 1998)

1.5 Remodelamento vascular e estatinas

Na hipertensédo arterial sistémica (HAS) ocorrem varias altera¢cées na mor-
fologia dos vasos sanguineos (Mayet e Hughes 2003), acompanhada por um es-

pessamento das tunicas intima e média das artérias de grande calibre, principal-
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mente causada por proliferacéo, hipertrofia, migracédo, apoptose das células endo-
teliais e musculares lisas vasculares, e acimulo de componentes da matriz extra-
celular (MEC) (principalmente fibras elasticas) no espaco subendotelial (Qin, Ishi-
wata et al. 2000; Ge, Hu et al. 2003; Prado e Rossi 2006). Essas mudancas estru-
turais sdo conhecidas como remodelamento vascular, um processo adaptativo a
mudancas da hemodinamica (Rossi e Colombini-Netto 2001).

Vérios estudos descrevem a MEC como n&o sendo meramente uma estru-
tura passiva, uma vez que influencia a transducdo de sinais, fatores de cresci-
mento e diferenciacdo celular (Streuli 1999). A intima relacdo entre a MEC e as
células pode modular diretamente o comportamento celular, principalmente suas
respostas a sinais mitogénicos (Taipale e Keski-Oja 1997).

As fibras elasticas sdo multiplos componentes macromoleculares essenci-
ais da MEC, apresentando deposicao fortemente regulada com vérias etapas hie-
rarquicas de desenvolvimento e diversas fungcdes biomecénicas (Kielty, Sherratt et
al. 2002). A elastogénese se desenvolve por trés fases sucessivas e graduais: 1)
Fibras Oxitalanicas, formada de micrifibrilas com aproximadamente dez nanéme-
tros de diametro (acdo de resisténcia mecéanica); 2) Fibras Elauninicas, formadas
por microfibrilas entremeadas por elastina (menor resisténcia mecanica e maior
elasticidade); 3) Fibras Elasticas, com uma grande quantidade de material amorfo,
formada por uma massa continua de elastina, que predominam sobre as microfi-
brilas, intensificando a funcéo de distensédo (Cotta-Pereira e Iruela-Arispe 1989).
Diferentes proporcdes de elastina e microfibrilas promovem caracteristicas adap-
tativas funcionais variaveis de acordo com a necessidade local do tecido (Kielty,
Sherratt et al. 2002).

A injuria endotelial representa um evento precoce no desenvolvimento da
lesdo aterosclerotica, induzida pela hipercolesterolemia, 0 que ocasiona uma re-
ducédo na capacidade das células endoteliais em produzir NO, (Stancu e Sima
2001; Davignon 2004) conduzindo a agregacédo plaquetaria, adeséo acelerada de
leucocitos e relaxamento vascular prejudicado associado a vasoconstriccdo para-
doxal pela acetilcolina (Davignon 2004; Davignon e Ganz 2004; li e Losordo
2007).

As HMG CoA redutases reduzem a expressdo da caveolina-1 nas células
endoteliais, resultando no aumento da producao de NO. Essa reducéo da expres-

sao da caveolina-1 induzida pela administracdo de estatinas € independente dos
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niveis de LDL-colesterol. Outro mecanismo proposto € a inibicdo da isoprenilacao
das proteinas Rho que regulam negativamente a expressdo da eNOS. Estas pro-
teinas necessitam ser modificadas por geranilgeranilagdo, para unirem-se a
membrana plasmatica da célula endotelial, e realizar a funcéo inibitéria da ex-
pressédo da ON sintetase, resultando no aumento da expressao de eNOS pela es-
tabilidade do seu RNA mensageiro (Alvarez 1999; Davignon e Ganz 2004; li e Lo-
sordo 2007).

Estudos recentes demonstraram que a Rosuvastatina modula mudancas
no fendtipo das células musculares lisas vasculares (CMLV) e, subsequentemen-
te, sua proliferacdo e migracao, indicando uma participagéo importante do recep-
tor de uroquinase neste processo. Este mecanismo contribui para os efeitos be-
néficos da Rosuvastatina no remodelamento vascular negativo, independente de

sua capacidade hipolipemiante (Ge, Hu et al. 2003; Kiyan, Kusch et al. 2007).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostra e procedimentos

Os procedimentos foram realizados de acordo com os padrdes internacio-
nais de experimentagdo com animais, conforme indica o documento “Care Use of
Laboratory Animals” — US National Institute of Health 85-23, revisado em 1996.
Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité para Uso e Cuidado
de Animais Experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Brasil
(protocolo numero CEA/112/2006, no anexo).

Foram estudados ratos machos Wistar (n=40), obtidos de colbénias do Cen-
tro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia da
UNIFESP, e mantidas no biotério do Departamento de Histologia e Embriologia.
Os animais tinham 04 meses de idade no inicio do experimento e foram manipu-
lados por duas semanas antes do inicio do estudo para se habituarem aos pro-
cessos de afericdo da PA e massa corporal que foram verificados semanalmente
durante todo experimento.

A PA foi avaliada em ratos conscientes usando o método néo invasivo de
pletismografia (Letica LE 5100, Panlab, Espanha) através da artéria da caudal.

Ratos Wistar foram mantidos em ambiente com temperatura e umidade con-
trolada ( 21 + 2° C, 60+10%, respectivamente), submetidos a ciclo de luz invertido
de 12 horas (claro/escuro) (luzes artificiais, das 19:00hs as 07:00h) e exaustdo 15
min/h. Os ratos foram alimentados com racéo balanceada padréao para ratos (Nu-
vilab, Paran4, Brasil) e agua ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos mantidos separadamente e tra-

tados durante 05 semanas consecutivas:

e C (grupo controle): normotensos sem tratamento. Utilizados como parame-

tros de ratos normais sem genes da hipertenséo.

e CR (grupo controle tratado): normotensos tratado com Rosuvastatina
(Crestor,Astrazeneca,Brasil) na dose 20mg/Kg/dia por gavagem orogastrica

durante 05 semanas.
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e LN (grupo L-NAME): normotensos sem tratamento que receberam L-NAME
(hidrocloreto de N®-nitro-metil-ester-L-arginina — Sigma-Aldrich Chemical), na
dose de 40mg/Kg/dia, dissolvido na 4gua do bebedouro individual, por 05

semanas.

e LNR (grupo L-NAME tratado): normotensos que receberam L-NAME, na
dose de 40mg/Kg/dia, dissolvido na 4gua do bebedouro, e concomitante a
administracdo de Rosuvastatina na dose 20mg/Kg/dia por gavagem orogas-

trica durante 05 semanas.

2.2 Eutanasia e preparacao técnica do material

No final do experimento, os animais foram anestesiados profundamente
com pentobarbital sédico (injecao intraperitoneal, 50mg/kg), e amostras de san-
gue foram rapidamente obtidas por puncéo cardiaca e entdo posteriormente cen-
trifugadas. Os niveis séricos de triglicerideos e colesterol foram analisados pelo
método do picrato alcalino (Kit Labset) usando a analise automética Mega Bayer
(Laboratério Central, Hospital Universitario Pedro Ernesto).

Foi realizada uma incisdo mediana ventral toracica e foram obtidos anéis
da aorta toracica em cortes verticais (Baddeley, Gundersen et al. 1986). Os anéis
arteriais de cinco milimetros (05 mm) de comprimento foram obtidos proximo a
primeira artéria intercostal e imediatamente isolados e separados da aderéncia
adiposa e do tecido conjuntivo adjacente. Posteriormente, foram imersos em for-
moldeido a 4% diluido em tampéo fosfato, pH 7.2 por 48h (Carson, Martin et al.
1973).

2.3 Microscopia de luz

Os fragmentos da aorta toracica foram fixados em formol e processados de
acordo com a rotina histolégica para microscopia de luz e inclusdo em Paraplast
plus® (Sigma Chemical Co., St.Louis,USA), sendo posteriormente seccionados

com cinco micrébmetros (5um) de espessura em micrétomo American Optical,
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modelo Spencer. As seccdes foram coradas pelo método orcinol neo-fucsina (Ful-
Imer e Lillie 1956) que permitem identificar seletivamente as laminas e fibras elas-

ticas.

2.4 Microscopia eletronica de transmissao

Os fragmentos retirados da aorta toracica foram imediatamente colocados
em uma solucgéo fixadora contendo: 2.5% de glutaraldeido (Riedel-de-Haen) em
tampéao cacodilato 0.1M (pH 7.2) e 0.25% de acido tanico (Merck) por trés horas.
Em seguida, os fragmentos foram pds fixados em tetréxido de ésmio a 1% (Sig-
ma), 0.8% de ferrocianeto de potassio em tampéao cacodilato 0.1M (pH 7,2) du-
rante uma hora, e posteriormente, desidratados em acetona e incluidos em Epon
(Embed-812). Cortes semifinos de um micrémetro (1um) de espessura foram co-
rados com azul de toluidina e observados sob microscopia de luz para selecionar
areas dos cortes ultrafinos realizados em ultramicrétomo (Leica Ultracut-UCT). Os
cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo e
observados em microscopio de transmissdo Zeiss EM 906 (Carls Zeiss, Ober-
Kdchen, Alemanha) em 80KV.

2.5 Morfometria

As analises foram realizadas com o auxilio do programa Image-Pro Plus,
versao 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) adquiridas (formato TIFF, 36-
bit color, 1.280x, 1.024 pixels) com camera LC Evolution acoplada ao microscépio
Olympus BX51. Cinco imagens digitais aleatorias de cortes n&o consecutivos da

aorta toracica por animal foram adquiridas.

2.6 Tunica média

Para estimar a espessura da tunica média da artéria (EIM), quatro medidas

por imagem foram obtidas em 0;90;180 e 270 graus. A area do lumen arterial (a)
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foi estimada desenhando uma linha em cima do circulo delimitado pela face inter-
na da tunica intima. O didmetro do Itmen (d) foi calculado como d=2 va/mr em
mm?. A &rea seccional média da tinica intima mais a t(nica média (AIM, &rea in-
tima-média) foi estimada como [t (d/2 + EIM)?] — [ (d/2)? ]. Todas as medidas
foram corrigidas para a compressao do tecido pela fixacdo e posterior processa-
mento multiplicando pelo coeficiente 1,28 (previamente determinado em estudo

piloto)

2.7 Fibras e laminas elasticas

O estudo foi realizado em imagens digitais de cortes da aorta corados com
orcinol neo-fucsina para fibras e laminas elésticas, obtidas usando o mesmo equi-
pamento descrito previamente para captura das imagens. Inicialmente, selecio-
nando as areas da parede da aorta e usando uma ferramenta para obter o per-
centual de fibras e laminas elasticas na area total da parede da aorta. Estas me-
didas foram obtidas de cinco cortes ndo consecutivos da aorta por animal. A
quantidade total de fibras e laminas elasticas nas sec¢fes foi calculada como o
produto de AIM e a porcentagem de area corada pela técnica do orcinol neo-

fucsina, expressa em mm?.

2.8 Tenséo circunferencial da parede e estresse de tensao

Tenséao circunferencial da parede (TCP) foi calculada com base na Lei de
Laplace como MPAS x (d /2) expressa em dyne/cm (MPAS é a média da pressao
arterial sistélica em dynes/cm? e d é o diametro do limen arterial em cm). O es-
tresse de tensdo (ET) foi computado como TCP / AIM expressado em dyne/cm?
(Carallo, Irace et al. 1999; Prado e Rossi 2006).
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2.9 Andlise estatistica

Os dados sdo mostrados como média e erro padrdo da média. As diferen-
cas entre os grupos foram testadas pela analise de variancia one-way com pés-
teste de Tukey. Em todos os casos, o valor de p<0,05 foi considerado estatisti-
camente significativo. As analises e graficos foram feitos com o programa Gra-
phPad Prism versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califor-
nia, EUA).
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3 RESULTADOS

3.1 Massa corporal e pressédo sanguinea

N&o houve diferenga significativa entre os grupos para a massa corporal no
final conforme descrito a seguir: grupo C, 440,0 + 44,0 g; grupo CR, 424,0 £ 41,0
g; grupo LN, 447,0 £ 12,0 g; grupo LNR, 430,0 + 43,0 g.

Os animais comecaram o0 experimento sem diferencas significativas de
pressédo arterial (PA). Na quinta semana do experimento, a PA foi significativa-
mente mais elevada nos grupos LN ( mais de 35% ) e LNR ( mais de 25% ) quan-
do comparados aos seus respectivos controles. Os animais dos grupos C e CR

permaneceram normotensos durante todo o experimento (Figura 4 ).

3.2 Bioquimica sanguinea

Os niveis séricos de colesterol total foram semelhantes em todos os gru-

pos, porém 0s grupos tratados com Rosuvastatina apresentaram valores de trigli-

cerideos menores em relacdo aos grupos nao tratados (Tabela 1).

3.3 Tunica média, fibras e laminas elasticas

A tunica média da aorta estava hipertrofiada com o aumento do nimero de

fibras e laminas elasticas no grupo LN (Tabela 2), que foi atenuada pelo tratamen-

to com Rosuvastatina. O grupo LNR mostrou uma reducao de 30% na espessura

da tunica media quando comparado com grupo LN (Tabela 2 e figura 5).

3.4 Tensao circunferencial da parede e estresse de tenséo

A média da TCP nos animais deficientes em NO foi maior do que nos res-

pectivos grupos controle (30% maior no grupo LN do que no grupo C, p <0,01;
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8% maior no grupo LNR do que no grupo CR, p <0,05) . O comportamento seme-
Ihante do ET entre os grupos foi observado (Figura 6).

3.5 Aspectos ultraestruturais

As alteracdes ultra-estruturais na parede da aorta foram marcantes nos ra-
tos deficientes em NO (grupo LN). Neste grupo, o endotélio mostrou grandes ve-
siculas citoplasmaticas e contorno citoplasmatico e nuclear irregulares. O endoté-
lio apresenta-se espessado e a lamina elastica interna de aspecto fragmentado e
irregular ao lado da qual se observou abundante matriz extracelular. A projecao
de célula muscular lisa da tunica média no espaco sub-endotelial através da la-
mina elastica interna foi observado (Figura 7). Em ambos os grupos C e CR, a
camada de células endoteliais foi continua e a tunica media e lamina elastica in-
terna estavam bem preservadas (figuras 8 e 9). O grupo LNR mostrou caracteris-

ticas ultra-estruturais semelhantes a dos grupos controles (figura 10).
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Figura 4. Pressao arterial (PA) na semana inicial do experimento (mostrada na
barra branca com listras pretas), e PA na semana final do experimento (mostrada
na barra preta). Grupo (C)- normotensos néo tratado; grupo (CR)- normotensos
tratados com Rosuvastatina; grupo (LN)- hipertensos néo tratado e grupo (LNR)-
hipertensos tratado com Rosuvastatina. Os grupos foram testados pela analise
de variancia one-way com poés-teste de Tukey: onde p <0,001;% quando compa-
rado com o grupo C; 1, quando comparado com o grupo CR e § quando compa-
rado com o grupo LN.
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Tabela 1. Niveis plasmaticos de Triglicerideos e Colesterol. Valores mostrados
como meédia e erro padrdo da média. Os grupos foram testados pela anélise de
variancia one-way com poés-teste de Tukey: onde * p <0.05 quando comparado
com o grupo controle C ; T p <0.05 quando comparado com o grupo hipertenso
LN ; £ p <0.05 quando comparado com o grupo controle tratado CR.

Parametros C CR LN LNR

Colesterol (mg/dl) 98+6.0 93+10.6 103+52 101+4.6

Triglicerideos (mg/dl) 22+15 14+1.87 26+21 28+22%

Tabela 2. Parametros do remodelamento aodrtico. Valores mostrados com mé-
dia e erro padrao da média. Os grupos foram testados pela analise de variancia
one-way com poés-teste de Tukey: *p <0.05 quando comparado com o grupo con-
trole C; 1p <0.05 quando comparado com o grupo hipertenso LN.

Parametros C CR LN LNR

Espessura TM (um)  149.243.3  173.6+7.47 270.0+27.9° 192.9+10.4"

Area I-M (mm?) 0.77+0.02 0.96+0.057 1.49+0.17°  1.03+0.06"

Fibras e Laminas

39.8+1.4 36.2+0.5 36.1+1.8 41.2+1.5
Elasticas (%)

Fibras e Laminas

0.30+0.02  0.34+0.027 0.52+0.04" 0.42+0.03
Elasticas (mm?)
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Figura 5. Fotomicrografias da parede da aorta toracica coradas por azul de
toluidina (mesmo aumento para todas as fotomicrografias): (a) grupo (C) normo-
tensos nao tratado; (b) grupo (LN) hipertensos néo tratado; (c) grupo (CR) normo-
tensos tratado com Rosuvastatina; (d) grupo (LNR) hipertensos tratado com Ro-
suvastatina. A espessura da aorta no grupo hipertensos néo tratado (LN) (figura
b) foi maior que nos outros grupos (barra: 50um).
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Figura 6. Tenséo Circunferencial de Parede (TCP) e Estresse de Tenséao (ET),

grupo (C), normotensos néao tratado; grupo (CR), normotensos tratado com Rosu-
vastatina; grupo (LN), hipertensos nao tratado e grupo (LNR), hipertensos tratado
com Rosuvastatina. Os mesmos simbolos acima das barras indicam diferencas
significativas entre os grupos. Os grupos foram testados pela analise de varian-
cia one-way com poés-teste de Tukey: p <0,001, % quando comparado com o gru-
po C e 1, quando comparado com o grupo CR. Os valores da média do estresse
de tenséo foram semelhantes em todos grupos.
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Figura 7. Micrografia eletronica de parte da aorta do grupo LN (hipertenso n&o
tratado). A intima ( | ) encontra-se espessada com a presenca de células endote-
liais heterogéneas (CEH), com grandes vesiculas citoplasmaticas (V), contorno
citoplasmatico e nuclear irregulares. Foi observado um acumulo de fibras elasti-
cas (seta) entre as células endoteliais e lamina elastica interna (LEI) (Figura A).
Observamos uma projecao de célula muscular lisa (CML) da tanica média, no es-
paco sub-endotelial através da lamina elastica interna (LEI) (Figura B) (barras:
02um).
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Figura 8.  Micrografia eletrbnica de parte da aorta do grupo C (controle néo tra-
tado). Observa-se préximo a célula endotelial (END) a lamina elastica interna
(LEI). Abaixo da lamina elastica interna encontra-se parte da célula muscular lisa
(CML) (barra, 02um).
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Figura 9.  Micrografia eletrbnica da aorta do grupo CR (controle tratado). Ob-
servamos a tunica intima com a lamina elastica interna (LEI), e célula endotelial
(END) (barra: 02um).
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Figura 10. A micrografia eletrbnica, ilustra parte de células endoteliais do grupo
LNR (hipertenso tratado com Rosuvastatina) apresentando um grande numero de
pequenas vesiculas citoplasmaticas (*), contorno citoplasmatico e nuclear irregu-
lares e lamina elastica interna bem preservada (LEI). Observam-se componentes
da matriz extracelular no espaco sub-endotelial (seta). (barra: 02um).
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4 DISCUSSAO

A administracdo de Rosuvastatina a animais deficientes em NO provou ter
efeitos benéficos sobre a PA, remodelamento estrutural da parede da aorta e pro-
tecdo das artérias quando a sintese de NO é prejudicada ou quando o endotélio é
alterado por muitas doencas (Hornig e Drexler 2001). No processo de envelheci-
mento, por exemplo, uma reducdo da atividade da eNOS poderia explicar o dano
da resposta hipotensiva dependente do endotélio, associado com ratos idosos
(Cernadas, Sanchez de Miguel et al. 1998).

O bloqueio da sintese de NO induz o aumento da pressao sanguinea de-
pendente do tempo que leva a injaria cardiovascular (Pereira, Vianna et al. 1998;
Rossi e Colombini-Netto 2001; Pereira, Bezerra et al. 2004). A injaria endotelial
contribui para o inicio do processo aterogénico (Davignon 2004) e serve como um
indicador confiavel da inibicdo da sintese do NO (Rossi e Colombini-Netto 2001).

A eNOS e a endotelina séo reguladas pela via da HMG-CoA redutase. As
estatinas inibem a expressdo de mRNA na producdo de pré-pré-endotelina -1 e
promove a diminuicdo da sintese de endotelina, que, por sua vez, provoca vaso-
constricdo e proliferacdo das CMLV (Alvarez-de-Sotomayor, Perez-Guerrero et
al. 1999; Alvarez 1999)). A angiotensina Il induz a producdo de NO vascular atra-
vés de receptores endoteliais AT (1) e AT (2) , o que pode ser benéfico em equi-
librar os efeitos vasoconstrictores nas CMLV (Bayraktutan 2003).

No presente estudo, os animais deficientes em NO tratados com Rosuvas-
tatina mostraram reducéo significativa da PA, e reducdo dos niveis de trigliceri-
deos plasméaticos sem afetar os niveis de HDL-colesterol. Esses resultados tam-
bém foram relatados em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) tratados com
Sinvastatina e Pravastatina (Bezerra e Mandarim-de-Lacerda 2005). Isto pode es-
tar associado com a acdo das estatinas na diminuicdo da atividade enzimética
que faz a conversdo da angiotensina plasmatica, provavelmente pela reducéo da
peroxidacao lipidica, independente da acao hipolipemiante das estatinas (Alvarez-
de-Sotomayor, Perez-Guerrero et al. 1999). Outros mecanismos independentes
dos efeitos redutores de lipidos, incluindo a atividade antioxidante e alteragdes no
desenvolvimento de aterosclerose vascular, também podem estar relacionados

aos efeitos benéficos das estatinas.
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Outro importante efeito parece ocorrer através da interacdo do NO com o
anion superoéxido, formando peroxinitrito e subseqgientemente provocando a dis-
funcao das células endoteliais (Cuzzocrea, Mazzon et al. 2004).

Além de seus efeitos redutores de colesterol, as estatinas também possu-
em amplas propriedades imunomoduladora e anti-inflamatoria. As células endote-
liais vasculares tém um papel crucial na patogénese da doenca inflamatoria, e,
juntamente com leucocitos e células antigénicas, representam um alvo celular
chave na terapia com estatinas (Greenwood e Mason 2007). Estatinas podem in-
verter o equilibrio entre o crescimento e a apoptose das CMLV durante o remode-
lamento vascular, quando a inibicdo da proliferacao, hipertrofia e migracédo destas
células ocorrem e facilitam a apoptose. Além disso, a Rosuvastatina modula mu-
dancas no fenotipo de CMLV e subsequientemente sua proliferagcdo e migracao,
indicando uma importante participacdo do receptor uroquinase neste processo
(Kiyan, Kusch et al. 2007). O efeito terapéutico das estatinas pode ser atribuido,
em parte, a esta acao sobre o endotélio, aumentando a producédo de eNOS e a
atividade fibrinolitica, diminuindo a adeséo leucocitaria e a transmigracdo, e au-
mentando a resisténcia para estimular a injaria local. Muitos destes efeitos sé@o
consequentes da modulagéo e de pouca funcdo de GTPase e regulacéo negativa
da expresséao do gene pro-inflamatério (Greenwood e Mason 2007).

Os animais deficientes em NO apresentaram um espessamento da tunica
média da aorta, o que esta de acordo com a literatura (Babal, Pechanova et al.
1997; Bernatova, Pechanova et al. 1999; Rossi e Colombini-Netto 2001; Pereira,
Bezerra et al. 2004), ocorrendo provavelmente devido a associacdo entre hiper-
tensdo e o estiramento causado pelo aumento da TCP (Prado e Rossi 2006). Pre-
sentes achados indicam que a hipertensé&o devido ao blogueio de NO produz um
espessamento tanto na tdnica intima quanto na tdnica média da aorta devido a
elevada TCP associado a um ET normal. No entanto, quando esses animais fo-
ram tratados com Rosuvastatina, a parede da aorta n&o diferiu significativamente.
Quando a tenséo de repouso € baixa, a acetilcolina (Ach) mobiliza o “pool” de NO,
gue sinérgicamente com metabdlitos derivados da COX podem relaxar fibras pré
contraidas. A inibicdo da COX regula a via metabdlica da lipoxigenase, significan-
do o efeito contrétil da ACh. Na tenséo intermediaria de repouso, a producédo de
NO est4 presente, porém a inibicdo da COX revela uma inibicdo da lipoxigenase

dependente e contracdo induzida pela ACh. Na alta tensdo de repouso, a sintese
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de NO predomina e metabdlitos da COX influenciam marginalmente o relaxamen-
to induzido pela ACh (Franchi-Micheli, Failli et al. 2000)
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5 CONCLUSAO

A administracdo de Rosuvastatina a animais deficientes em NO provocado pe-
la administracdo crénica de L-NAME durante cinco semanas provou ter efeitos
benéficos na pressédo sanguinea, melhorando a disfuncdo endotelial, e atenuando

o remodelamento adverso estrutural da parede da aorta.
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Beneficial effects of rosuvastatin on aortic adverse remodeling in nitric oxide-deficient rats.
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Abstract

This study aimed to evaluate the effect of rosuvastatin upon structural and ultrastructural aoric remodeling in a rat model of hypertensioninduced by NO synthase blockade. Wistar rats were
divided into 4 groups: Control group (C); control treated with rosuvastatin 20mg/kg/day (CR); L-NAME group 40mg/kg/day (LN) and L-NAWE treated with rosuvastatin (LNR) (same doses). Body
mass and blood pressure were measured weekly, the experimentlasted 5 weeks. L-NANE administration augmented bload pressure (BF) inthe LN group in comparisen to the C group
(123.3v3. 180.5mmHg atweek 5). In LNR rats, rosuvastatin slightly attenuated BP rise, butit had no effect on the BP of CR group. Intima and media thickening of the thoracic aoda were
abserved in the LN group, and increased elasfic fiber content as well. Rosuvastatin prevented all these alterations as seeninthe LNR group. Ultrastructural changes due to L-NAKNE intake
(intracellular vesicles and alterad membrane morpholagy in endothelial cells, extracellular matrix deposition, and cytoplasmatic projections from smooth muscle cells toward the internal
elastic lamina) were also prevented by rosuvastatin. Allin all, r tatin administration is capable of atf ultrastructural aortic wall remodeling in NO-deficient rats despite small
changes in blood prassure
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