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RESUMO

Fundamentacao teérica: A doencga cardiovascular é a principal causa de morte nos
paises desenvolvidos e uma causa importante de morbidade, dependéncia e
elevados custos em saude. Por outro lado, a hipertens&o arterial, que apresenta
elevada prevaléncia nas diversas comunidades, é um fator de risco maior para as
doencgas cardiovasculares, doencga renal e déficit cognitivo. Sabe-se, assim, que o
controle dos fatores de risco para as doencas cardiovasculares, dentre eles a
hipertensdo arterial e a hipercolesterolemia, diminui a morbimortalidade. Objetivos:
O estudo avaliou o papel da sinvastatina, em monoterapia ou associada ao enalapril,
no nivel pressorico, na frequéncia cardiaca, no peso do coracao, na hipertrofia dos
cardiomiécitos e no peso corporal em ratos espontaneamente hipertensos. Materiais
e métodos: Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos, machos, adultos,
submetidos as mesmas condicdes ambientais, e distribuidos em quatro grupos
(controle, sinvastatina, enalapril e associagdo - sinvastatina mais enalapril). O
experimento teve duragdo de quatro semanas. No inicio foram mensurados o peso
corporal dos animais, a frequéncia cardiaca e a pressao arterial por pletismografia
de cauda. Ao final do experimento foram mensurados o peso corporal, do coragao e
do ventriculo esquerdo, a frequéncia cardiaca, a pressao arterial e o diametro
transversal dos cardiomiécitos. Os resultados foram comparados estatisticamente
num delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial em parcela
subdividida, e por ANOVA. Resultados: Houve reducdo na frequéncia cardiaca no
grupo sinvastatina quando comparado ao grupo controle. A pressao arterial sistolica
nos grupos com enalapril também foi reduzida, tanto em monoterapia como na
associacdo deste com a sinvastatina. O peso dos animais do grupo enalapril
também foi menor do que os do controle. Nenhuma alteracao foi observada no peso
do coracdo e do ventriculo esquerdo em qualquer dos grupos tratados. Houve
aumento no didmetro transversal dos cardiomiocitos nos grupos sinvastatina e
enalapril e nenhuma alteragdo quando se associou o0s dois medicamentos, em
relacdo ao grupo controle. Conclusdes: A sinvastatina em monoterapia promove
uma reducado da frequéncia cardiaca. O enalapril isolado ndo altera a frequéncia
cardiaca. O enalaprii e a sinvastatina, quando administrados isoladamente,
aumentam o didmetro transversal dos cardiomidcitos e esse efeito € abolido pela
terapia combinada. Em combinagdo com o enalapril, a sinvastatina potencia a
reducado da presséo arterial sistolica em SHR. Ha interrupcao do ganho de peso com
o enalapril em monoterapia, que € suprimida quando a sinvastatina esta associada
ao tratamento.

Palavras-chave: Hipertensdo. Enalapril. Sinvastatina. SHR. Cardiomidcitos.
Hipertrofia Ventricular Esquerda.



ABSTRACT

Theoretical Background: Cardiovascular disease is the leading cause of death in
developed countries and it is an important cause of morbidity, dependency and high
health costs. Furthermore, hypertension has a high prevalence in the various
communities and it is a major risk factor for cardiovascular disease, kidney disease
and cognitive impairment. Thus, it is clear that the modification of cardiovascular risk
factors reduces cardiovascular and renal morbidity and mortality. Objective: This
study evaluated the effects of simvastatin associated with enalapril in blood pressure
and transversal diameter of cardiomyocytes in spontaneously hypertensive rats.
Materials and methods: We used spontaneously hypertensive male rats, adults,
subject to the same environmental conditions, divided into four groups (control,
simvastatin, enalapril and combination of simvastatin and enalapril). The experiment
lasted four weeks. Earlier, the body weight, the heart rate and the sistemic blood
pressure by tail plethysmography were registered. At the end of experiment, the body
weight, the heart and the left ventricle weight were measured. In addition, the heart
rate and the systolic blood pressure were registered by plethysmography and the
transversal diameters of cardiomyocytes were measured. The statistical treatment of
results was done analyzing the results by a completely randomized design in a
factorial and in a split plot and UNIANOVA. Results: There was a reduction in heart
rate in the simvastatin group when compared to the control group. Systolic blood
pressure in the enalapril groups was also reduced, both in monotherapy and in the
association of this with simvastatin. The weight of the animals in the enalapril group
was also lower than those of the control group. No change was observed in the
weight of the heart and left ventricle in any of the treated groups. There was an
increase in the transverse diameter of the cardiomyocytes in the simvastatin and
enalapril groups and no change when the two drugs were associated, in relation to
the control group. Conclusions: Simvastatin monotherapy promotes a reduction in
heart rate. Enalapril alone does not alter heart rate. Enalapril and simvastatin, when
given alone, increase the cross-sectional diameter of cardiomyocytes and this effect
is abolished by combination therapy. In combination with enalapril, simvastatin
potentiates the reduction of systolic blood pressure in SHR. There is interruption of
weight gain with enalapril monotherapy, which is suppressed when simvastatin is
associated with treatment.

Keywords: Hypertension. Enalapril. Simvastatin. SHR. Myocytes Cardiac.
Hypertrophy Left Ventricular.
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1 INTRODUCAO

“As doencas cardiovasculares (DCV) constituem um grupo de alteracdes de
etiologia complexa e sdo derivadas da combinagdo de varios genes que se inter-
relacionam e que, ao mesmo tempo, interagem com outros multiplos fatores
ambientais” (TAVARES, 2000, p. 240). Fatores como o estilo de vida nao saudavel
(sedentarismo, dieta hipercalérica, tabagismo) devem ser evitados, pois se sao
eliminados esses comportamentos de risco para a saude, existe a possibilidade de
se prevenir pelo menos 80% das DCV (EUROPEAN SOCIETY, 2016). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as mudancas politicas e ambientais
podem reduzir os gastos com as DCV em todos os paises em ao um
dolar/pessoa/ano (EUROPEAN SOCIETY, 2016).

Diversos estudos e 6rgaos oficiais indicam as DCV como as principais causas
de 6bito no mundo (MACKAY; MENSAH, 2004; SBC, 2010; MANCIA, 2013;
EUROPEAN SOCIETY, 2016), além de serem uma causa importante de morbidade,
dependéncia e de elevados custos em saude (EUROPEAN SOCIETY, 2016). Assim,
as doencgas cardiacas e, em particular, o infarto agudo do miocardio (IAM), roubam a
qualidade de vida das pessoas acometidas e muitos anos preciosos de sua
existéncia (GERBERDING, 2004).

Uma condigao clinica fortemente associada as DCV é a hipertensao arterial
sistémica (HAS). Objetivando o seu controle, a recomendacéo existente, tanto nos
Guidelines da Sociedade Europeia de Hipertensao (ESH) como nos da Sociedade
Europeia de Cardiologia (ESC), € que o tratamento farmacolégico seja iniciado tao
logo seja feito o diagnostico, isso quando abordagens nao farmacolégicas nao
produzirem o efeito hipotensor desejado (MANCIA, 2013; EUROPEAN SOCIETY,
2016).

...a hipertensdo arterial (HA), que tem uma elevada prevaléncia nas
diversas comunidades, é um fator de risco maior para as outras DCYV,
doenga renal e déficit cognitivo. Assim, fica claro que a modificagdo dos
fatores de risco cardiovascular diminui a morbimortalidade cardiovascular
(EUROPEAN SOCIETY, 2016, p. 2319).

Hipercolesterolemia e hipertensdo arterial (HA) estdo frequentemente
associadas a disfuncdo endotelial e sua coexisténcia relaciona-se ao aumento na
incidéncia de eventos cardiacos (KOH; QUON; WALCLAWIW, 2008). Considerando
que a disfuncao endotelial € um fator fisiopatolégico importante na hipertensao,
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esses efeitos observados sugerem que a terapia com estatinas possa ser util no
controle clinico da HA (KOHA et al.,, 2008). Utilizando-se a associacdo de
atorvastatina com hipotensores, no tratamento da HA em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), foi possivel restabelecer o equilibrio enzimatico de
metaloproteinases em membranas de cardiomiécitos, além de promover a reducao
da HVE (LU et al., 2016).

A HVE é uma resposta adaptativa do coracao as sobrecargas sustentadas de
trabalho, sejam elas de volume ou de pressao (BREGAGNOLLO et al., 2005). Dados
da literatura demonstram que as condigdes aumentadas de carga imposta ao
coragcao e os sistemas neuro-humorais exacerbados, entre os quais se destaca o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), modulam as caracteristicas da
HVE que se desenvolve na vigéncia de sobrecargas créonicas (MORGAN; BAKER,
1991). Assim, o uso dos inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) em
diferentes situacées como na HA, apo6s o IAM e nas diversas miocardiopatias, esta
bem fundamentado visto que estes medicamentos bloqueiam a atividade do SRAA
reduzindo a sobrecarga cardiaca, modulando favoravelmente os desequilibrios
neuro-humorais e reduzindo os estimulos que conduzem a HVE (BREGAGNOLLO
et al., 2005).

Se a ativacdo do SRAA contribui para o desenvolvimento de HVE com
subsequente faléncia cardiaca, a administragdo crénica de IECA ou,
alternativamente, dos bloqueadores do receptor AT de All (BRA) pode diminuir a
magnitude da resposta hipertrofica e modificar favoravelmente os aspectos
evolutivos deletérios da funcao ventricular na presenca de HVE (BREGAGNOLLO et
al., 2005).

Diversos farmacos sao utilizados em situagdes especificas, direta ou nao
diretamente envolvidas nas causas de DCV. E possivel afirmar, com base em
resultados publicados a partir de grandes e pequenos estudos clinicos
randomizados, que as estatinas, além de reduzirem o colesterol e o numero de
eventos isquémicos, reduzem modestamente a PA em pacientes hipertensos,
independentemente do nivel de colesterol plasmatico apresentado (KOHA; QUONB;
WACLAWIWC, 2008) e podem, portanto, estar implicadas na prevengao das DCV.

Em pacientes hipertensos, com trés ou mais fatores de risco cardiovascular e

em tratamento comparativo de atorvastatina e placebo, mostraram que o
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medicamento reduz o risco absoluto de doenca cérebro-vascular e de acidente
vascular encefalico (AVE) (SEVER et al., 2003).

O estudo de Golomb et al. (2008) fornece a primeira confirmagéao publicada
em um grande projeto paralelo, randomizado e controlado de uma constatagéo que
tem sido relatada com outros desenhos de pesquisas de que 0s efeitos das estatinas
promovem a reducdo da PA, considerada um segundo principal fator de risco
cardiovascular. Isso aumenta a compreensdo dos efeitos das estatinas, os
medicamentos prescritos no momento, os best-sellers no mundo (GOLOMB et al.,
2008).

Alguns estudos analisaram o uso de estatinas em associacdo com agentes
hipotensores. Observou-se melhor controle dos niveis presséricos com a
administracdo de estatinas em individuos hipertensos tratados com IECA (SPOSITO
et al., 1999). Assim, as estatinas em associacao com IECA podem contribuir no
tratamento do remodelamento cardiaco hipertensivo (SIMKO, 2007; MARTE;
SANTOS, 2007), pois ambos sdo agentes efetivos na prevencdo de hipertrofia
cardiaca (TAKEMOTO, 2001).

HA e hipercolesterolemia, dois importantes fatores de risco para DCV
frequentemente estdo presentes no mesmo individuo. Portanto, o
tratamento podera abranger as propriedades benéficas de medicamentos
utiizados para ftratar a progressdo da aterosclerose em pacientes
hipertensos (GIRARDI; RAPOSO; COUTO, 2010, p. 157).

Portando, considerando que um fendtipo hipertensivo cursa com outros
fatores que condicionam um risco cardiovascular total mais elevado, torna-se
necessario o tratamento simultdneo de todos os fatores de risco identificados em tal
situacao clinica. A intervencao sobre o estilo de vida inadequado dos individuos com
HA e o uso criterioso de terapéuticas farmacoldgicas anti-hipertensivas e anti-
dislipidémicas, podem representar medida adequada na abordagem terapéutica na
HA (EUROPEAN SOCIETY, 2016; MANCIA et al., 2013).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

As DCV continuam a ser uma das principais causas de morbimortalidade no
mundo, apesar de avangos diagnésticos e terapéuticos terem sido mais
recentemente incorporados aos cuidados com a saude. Estes desenvolvimentos
ocorreram de forma mais evidente em paises de alta renda e derivaram
principalmente de medidas preventivas, como a legislagdo anti-tabagista, indicando
que as desigualdades entre os paises persistem, assim como os fatores de riscos,
como a obesidade e o diabetes (EUROPEAN SOCIETY, 2016).

Cerca de 1/3 das mortes em todo mundo sao atribuidas as DCV que ocupam
o topo da lista das causas de morte (MACKAY; MENSAH, 2004; BRASIL, 2011;
WHO, 2014). Destes 32% de dbitos, 75% ocorrem nos paises pobres (MACKAY;
MENSAH, 2004).

No Brasil as DCV foram responsaveis por 29% das mortes no ano de 2007
(BRASIL, 2011), 31,3% em 2009, ocorrendo principalmente nas regides nordeste e
norte do pais (DUNCAN et al., 2011), 28,7% em 2010 e 27,4% em 2015 (SIQUEIRA;
SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017). Apesar de haver uma tendéncia de reducéao, a
mortalidade por DCV no Brasil ainda permanece alta (SCHMIDT et al., 1989;
SIQUEIRA; SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017) e deixou de ser uma causa de 6ébito
tipica do publico masculino acometendo também mulheres e criancas (MACKAY;
MENSAH, 2004). Esses dados corroboram a gravidade da situacdo e devem servir
de alerta aos pacientes, profissionais e administradores de saude.

Os indices brasileiros das DCV resultam em elevados gastos para o sistema
de saude, o que indica a necessidade de se intensificar agdes de prevencao destas
doencas no pais. Os gastos com internacdes e consultas em 2015 feitos pelo SUS
com as DCV totalizaram, aproximadamente, R$ 5,1 bilhdes, sendo que R$ 2,7
bilhdes ocorreram com internagdes. Em 2017, os custos do SUS, em bilhdes, com
morbidade, mortalidade e medicamentos perfizeram, respectivamente, R$ 4,2, R$
21,1, R$ 1,82, sendo que o total dos custos com as DCV foi da ordem de R$ 37,1. A
esta situacao ja grave € preciso salientar que a prevaléncia dessas doencas tende a
aumentar nos préximos anos, principalmente com o envelhecimento da populagéo e
mudanca dos seus habitos de vida (DATASUS apud SIQUEIRA; SIQUEIRA-FILHO;
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LAND, 2017). Somam-se, a esses altos gastos, os elevados custos com oOrteses,
préteses e materiais especiais (OPME) que foi de 557,6 milhdes em 2010 para 715,3
milhdes em 2015, registrando um aumento de 28%, aproximadamente (SIQUEIRA;
SIQUEIRA-FILHO; LAND, 2017).

As projecoes de mortes por DCV para as décadas de 2020 e 2030 elaboradas
em 2004, estao reproduzidas no Quadro 1.

Quadro 1 — Mortes por DCV em 2010 e projegbes para 2020 e 2030

MORTES até 2010 ate 2020 até 2030

CVD: Doengas Cardio f—
Vasculares, nimero anual de mortes 24.2 milhdes

20.5 milhdes '
18.1 milhdes '

32.5%
31.8%
CVD: Doengas Cardio 30.8%
Vasculares, porcentagem
de todas as mortes
14.9%
14.3% '
Morte por doenga '
coronariana, porcentagem 13.1%

total de mortes masculinas '

13.6%
Morte por doenca
coronariana, porcentagem ' 13.0% 13.1%
total de mortes femininas ' '
10.4%

. 9.8%
Mortes por infarto, 9.2% '
porcentagem total de '

mortes masculinas

11.8%
Mortes por infarto, 11.5% 11.5%
porcentagem total de
mortes femininas
2.6 milhdes
Mortes por DCV por 1.9 milhdoes '
fumar cigarros, nimero
anual de mortes

Fonte: Adaptado de MACKAY; MENSAH, 2004, p.25.
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A Organizagcdo Panamericana de Saude (OPAS) reconhece a necessidade
de uma acgdo integrada contra as DCV e prop6s aos paises membros que
estabelecam a meta global de reduzir a taxa de mortalidade por DCV em
25% na década de 2013-2020 em relacdo a década precedente (WHO,
2017, p. 61).

Em um dado momento da evolugao de varias DCV pode surgir a hipertrofia
ventricular esquerda (HVE). Epidemiologicamente, a HVE é um importante fator de
risco para morbidade e mortalidade cardiovasculares, independente do nivel de
pressao arterial (OPIE et al., 2006) mas torna-se particularmente importante na HA:
“A HVE é considerada um preditor de grande relevancia da morbidade e mortalidade
cardiovasculares e a HA é o seu principal fator causal” (TAVARES, 2000, p. 239).
Além disso, a HVE esta associada a ocorréncia de outros fatores de risco
cardiovascular como a obesidade, o aumento da resisténcia a insulina e fatores
genéticos que, por sua vez, também contribuem para a hipertrofia cardiaca
(TAVARES, 2000).

2.2 Hipertensao Arterial

Estudos iniciados na década de 1920, e posteriormente melhor avaliados no
Estudo de Construcao e Pressao Arterial do ano de 1959, com quase 5 milhdes de
adultos acompanhados entre os anos de 1934 e 1954, relatam uma forte relacao
direta entre o nivel de pressao arterial (PA) e o risco de complicacdes clinicas e
morte (SOCIETY OF ACTUARIES, 1959 apud WHELTON et al, 2017). A PA é um
traco quantitativo prototipico conhecido por ter numerosos determinantes
bioquimicos, fisiolégicos, ambientais e genéticos (WARD, 1990 apud SCHORK et al.,
1995, p. 164).

Em estudos observacionais, como os de Lewington et al. (2002) e
Rapsomaniki et al. (2014), demonstraram a associagdo entre maior PA sistélica
(Pas) e PA diastdlica (Pad) com o aumento do risco de DCV, conforme relatado mais
recentemente por Whelton et al. (2017). Verificou-se que um aumento de 20 mmHg
na PAs (115 mmHg<PAs<180 mmHg) e 10 mmHg na PAd (75 mmHg<PAd<105
mmHg) foi associado a duplicacdo do risco de AVE (acidente vaso encefalico),
doenca cardiaca ou outra doenca vascular (LEWINGTON et al., 2002).

Adotando-se o critério de diagnéstico para a HA caracterizado por elevagéao
sustentada da PA superior a 140/90 mmHg, estagio 2 de hipertensao (BRASIL,
2010; MALACHIAS et al, 2016; WHELTON et al, 2017). A prevaléncia na populacao
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urbana adulta brasileira varia entre 22,3% a 43,9%, dependendo da cidade onde o
estudo foi conduzido (BRASIL, 2006; MALACHIAS et al, 2016). Mozaffarian et al.,
2015, apresentaram dados norte-americanos em que a HA estava presente em 69%
dos pacientes com IAM, 77% com AVE, 75% com insuficiéncia cardiaca (IC) e 60%
com doenga arterial periférica (DAP).

No estudo de Manhattan do Norte, o percentual de eventos atribuiveis a
hipertensdo foi maior em mulheres (32%) do que em homens (19%) e maior em
negros (36%) do que em brancos (21%) (WILLEY et al.,, 2014). Em 2012, a
hipertensao foi a segunda principal causa atribuida de doenca renal terminal, atras
apenas do Diabetes mellitus (DM), e foi responsavel por 34% dos casos de IRC
incidente na populacdo dos EUA (SARAN et al., 2015).

O quadro 2 apresenta um algoritmo sobre os limiares de PA e as

recomendagdes para tratamento e acompanhamento de pacientes.

Quadro 2 — Limiares de PA e recomendacdes para o tratamento e acompanhamento

PA normal PA elevada Hipertensdo estagio 1
(PA <120/80 (BP 120-129 / <80 (PA 130-13¢ / 80-89

mm Hg} mm Hg) mm Hg)

. Risco clinico ou estimado
Promover hibitos 10-y CVC isk > 10%~
de vida 6timos

Reavalie em 1 ano
(elasse 113)

Hipertensdo estigio 2
(PA 2 140/90 mm Hg)

Avaliar e otimizara
adesdo a terapia

Considere a
intensificacio de
terapia

Fonte: Guidelines Made Simple, 2017, p. 14

Pacientes com comorbidades, como DM e doenca renal crénica (DRC) devem
ser avaliados como apresentando alto risco para HA e, assim, quando se
encontrarem com hipertensdo estdgio 2 e PA=160/100 mmHg devem ser
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prontamente tratados, cuidadosamente monitorados e sujeitos a ajustes posologicos
da medicacao, conforme o necessario para o controle da PA (GUIDELINES MADE
SIMPLE, 2017).

A HA e a dislipidemia sao fatores de risco conhecidos e sinérgicos para o
desenvolvimento de DCV (GIRARDI; RAPOSO; COUTO, 2010) e estdo comumente
associados ao tabagismo, DM, obesidade, sedentarismo e alcoolismo, dentre outros
(" CBHA, 1998; MOZAFFARIAN et al, 2015). Doencas como a HA e a
hipercolesterolemia favorecem o aumento da fragilidade capilar e a reducdo da
atividade e da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), fatores que podem inibir a
vasodilatacao arterial (CREAGER et. al., 1990) e aumentar o risco de HA e de DCV.
Dados de estudo que avaliou pacientes com hipercolesterolemia mostraram hiper-
reatividade pressérica, reforcando a hipdtese de que esta situagdo possa interferir
na pressao arterial sistémica (BARRETO FILHO, 2003).

Embora o uso de tabaco tenha diminuido substancialmente nos Estados
Unidos, ele continua sendo a segunda principal causa de mortes e incapacidades
(MOZAFFARIAN et al, 2015).

A principal relevancia de ac¢des visando a identificacdo e o controle da HA
reside na possibilidade de reducao das suas complicagcdes (BRASIL, 2006). Além
disso, é preciso ter em mente que a manutencao da motivacdo do paciente em nao
abandonar o tratamento seja, talvez, uma das batalhas mais arduas que
profissionais de saude enfrentam em relagcdo ao paciente hipertenso (BRASIL,
2006). Portanto, cabe a estes profissionais assumirem a responsabilidade junto aos
pacientes se quisermos obter melhores resultados terapéuticos na HA.

2.3 Hipertrofia Ventricular Esquerda

A hipertrofia cardiaca, descrita no século XIX por William Osler, se estabelece
apos trés fases. Inicialmente ocorre o desenvolvimento da HVE mas os mecanismos
compensatérios colocados em acao permitem manter, mesmo com a estrutura
modificada, um fluxo sanguineo tecidual adequado as necessidades metabdlicas
teciduais; por fim ocorre a descompensagdo com o coracao hipertrofico e dilatado,
incapaz de conservar sua funcao (SAMESINA; AMODEOQO, 2001).

A HA leva a HVE e também a alteracbes vasculares e intersticiais, com
alteragbes nas fibras colagenas e nos miocitos (ANVERSA et al, 1975). A
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remodelagdo miocardica, caracterizada por modificacdes na geometria, na
composicao do tecido cardiaco e na expressao génica, € uma resposta adaptativa a
diversos estimulos como a ativagdo neurohormonal, a sobrecarga de pressao e
volume, a inflamagéo e outros agentes fisicos e biologicos (ANVERSA et al, 1975).

A HVE concéntrica € um mecanismo compensatoério a sobrecarga de pressao
cronica, que leva ao aumento da espessura do cardiomidcito reduzindo a luz
ventricular, como demonstrado no caminho 1 da figura 1(OPIE et al., 2006).
Diferentemente, a HVE excéntrica € um mecanismo compensatério a situagcao de
sobrecarga volumétrica que leva ao estresse diastdlico da parede e origina um

aumento longitudinal da célula, caminho 2 da figura 1 (OPIE et al., 2006).

FIGURA 1: Hipertrofia ventricular esquerda

Espessamento
cardiomidcitos

Pressao

o1 — [ —

HWVE concéntrica

P

Sobrecarga —» @ 7 — p  Colageno

5 Fibroblasto

e | % - : HVE excéntrica

Volume Alongamento

cardiomidcito

Carga mixta
—  remodelacdo pos —b
) infarto miocardial

. " Dilatagdo do VE

HVE'

Fonte: OPIE et al. (2006, p. 356)

Devido a sobrecarga mecanica produzida pela pds-carga ventricular na HA e
imposta ao coragdo, ocorre um aumento da massa ventricular devido ao incremento
dos componentes musculares e intersticiais (BRAUNWALD, 1981; OPIE ETA al.,
2006). Este fato decorre da multiplicacdo, em paralelo, do numero de miofibrilas, de
expansdo da massa mitocondrial e do aumento da matriz extracelular de colageno

(BRAUNWALD, 1981). Estas modificagbes conduzem a redugdo do diametro da
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cavidade do ventriculo esquerdo e reducdo do estresse sistélico da parede, em
consonancia com a lei da Laplace (BRAUNWALD, 1981; OPIE ETA al., 2006).

Além do estresse mecanico analisado anteriormente, sabe-se que a HVE é
também resultado da acdo do SRAA ao ativar diferentes vias hipertroficas.

Uma hipétese fundamental € que, de acordo com a natureza do estimulo de
sinalizagdo, o miocito pode sobreviver, levando a hipertrofia benigna, ou sofrer
apoptose (morte celular programada), que promove insuficiéncia e dilatagado do
ventriculo esquerdo (SUGDEN, 2001; BAINES; MOLKENTIN; 2005). Essas vias
moleculares hipertréficas, portanto, resultam em padrdes adaptativos ou mal-
adaptativos (OPIE, 2006). Uma dessas vias é ativada quando, por exemplo, a
angiotensina Il é liberada no miocardio em resposta a uma sobrecarga mecénica
abrupta (SADOSHIMA et al., 1993) ou ao aumento do estresse sistélico da parede
cardiaca (MODESTI et al., 2000; MODESTI et al., 2002). Outros aspectos derivados
da hiperativacdo do SRAA serao discutidos adiante.

Varios elementos fisiopatoldgicos estdo associados a hipertrofia ventricular
decorrente da HA e sua importancia e intensidade sdo variaveis de conformidade
com o estagio evolutivo da doenga (BRAUNWALD; BRISTOW, 2000). Dentre estes
elementos destacam-se a isquemia relativa e o acumulo de colageno com fibrose
ventricular, fatores que pioram tanto o desempenho sistélico como o diastélico do
ventriculo esquerdo e podem precipitar o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca
em pacientes hipertensos (BRAUNWALD; BRISTOW, 2000).

Considerando que a maioria das doencas cardiacas é acompanhada de
aumento da massa cardiaca e que os cardiomiocitos tem pouca possibilidade de
divisdo na fase adulta, o aumento da massa miocardica deve-se, em geral, aos
mecanismos da hipertrofia (FRANCHINI, 2001).

As alteragGes estruturais, funcionais e metabdlicas do coragdo que conduzem
a hipertrofia incluem modificagédo do metabolismo energético, aumento de volume de
miocitos cardiacos, fibrose extracelular e aumento na espessura da parede das
artérias coronarias (OPIE et al., 2006).

Sobrecargas de pressdo e de volume, apesar de produzirem caracteristicas
fenotipicas e funcionais diferentes, tém um fator patogénico em comum que é a
sobrecarga hemodinamica crénica impondo modificacbes adaptativas ao coracao
(FRANCHINI, 2001), ou seja, a HVE é uma resposta adaptativa e compensatéria do
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coracdo objetivando normalizar a forca na parede ventricular (LORELL;
CARABELLO, 2000).

Alguns destes mecanismos envolvidos ativam receptores no sarcolema que,
para traduzir e amplificar os sinais para a hipertrofia, envolvem a participacdo de
segundos mensageiros (FRANCHINI, 2001). Estes mensageiros funcionam como
intermediarios na comunicacdo entre os estimulos extracelulares e os fatores de
transcricdo especificos, modificando a sintese proteica e conduzindo & hipertrofia
(FRANCHINI, 2001).

Além das condicdes hemodinamicas, outros fatores sao colocados em acéao e
contribuem para a HVE. Dentre estes fatores, mecanismos endécrinos tém sido
apontados, dentre eles a hiperativacdo do SRAA. Constatou-se que a All ativa a
fiborose e o crescimento de cardiomiécitos (GEISTERFER, A. A.; PEACH, M. J.;
OWENS, G.K, 1988; SUZUKI et. al., 1993). Além da producao sistémica da All é
preciso lembrar que no miocardio também estdo expressos todos os elementos do
SRAA, sendo possivel a producado e regulacao local de All (SUZUKI et. al., 1993).
Por outro lado, os varios elementos do SRAA cardiaco sdo ativados durante
condicdes de sobrecarga hemodinamica (KOJIMA et. al., 1994; BRUCKSCHLEGEL
et. al., 1995) o que poderia indicar sua contribuicdo para o desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca (FRANCHINI, 2001).

Além disso, estudos encontraram no miocardio, em regimes de sobrecarga
pressorica, expressdées aumentadas de mRNA para o angiotensinogénio, renina,
ECA e receptor de All (AT4); também a porcentagem de midcitos contendo ECA,
AT, renina, Al e All estd aumentada na sobrecarga pressorica (SCHUNKERT et. al.,
1990; KOJIMA et. al., 1994). Estes fatos comprovam o papel importante do SRAA
cardiaco no desenvolvimento de HVE (KOJIMA et. al., 1994).

Diversas outras vias de sinalizagdo celular sdo necessarias ao processo
hipertrofico e estdo envolvidas na hipertrofia miocardica em resposta a sobrecarga
hemodinamica créonica (FRANCHINI, 2001). Tais conhecimentos dao suporte a
diversas abordagens farmacolégicas direcionadas a modulag¢do da HVE.

Além dos ja assinalados, outros aspectos podem contribuir para estas acdes
benéficas da inibicdo da producdo ou da acdo da All e foram descritos
especialmente no modelo SHR. Em experimento utilizando-se estes animais o uso
cronico de enalapril promoveu reducdo dos niveis presséricos a qual foi

acompanhada de reducdo da expressao de transportadores de membrana
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relacionados ao sédio (Na®) (VERDONCK et al, 2003). Embora existam
controvérsias referentes ao influxo de Na* nas células na presenca de HVE, parece
claro que os transportadores de Na® apresentam uma acdo mais intensa na
presenca de All e, portanto, ttm um papel importante como mediadores na
hipertrofia cardiaca.

Outro aspecto relacionado aos transportadores de Na® diz respeito ao
aumento do potencial arritmogénico presente na HVE. Um estudo clinico, conduzido
em pacientes com fibrilagdo atrial, verificou que o uso de enalapril associado a
pravastatina foi mais efetivo na manutencdo do ritmo sinusal (KOMATSU et al.,
2009). Este efeito do enalapril também reduziu transportadores de sédio, e seus
reguladores associados, em membranas apicais celulares ao longo do néfron, além
de reduzir a abundéancia renal da enzima conversora da angiotensina (ECA) (YANG;
LEONG; McDONOUGH, 2007).

2.4 Modelo Hipertréfico do SHR

Os ratos tém sido utilizados em laboratério como um modelo para estudos
sobre fisiologia, farmacologia, toxicologia, nutricdo, comportamento, imunologia e
neoplasias ha mais de 150 anos. Sua utilizacdo em larga escala se deve ao seu
menor tamanho, facilidade de manipulacdo e de reproducdo (STEEN, 1999;
AITMAN, 2008). Os modelos murinos tém, portanto, um papel importante nos
diversos estudos voltados a investigacdo de patologias diversas, desde aspectos
relacionados ao genoma (STEEN, 1999) até os de mecanismos fisiopatoldgicos
homélogos ao do ser humano e presentes nas diversas doencas (JACOB, 1999).
Portanto, parece razoavel supor que estudos de modelos animais de hipertensao
arterial podem fornecer informacdes uteis e importantes sobre a HA em humanos
(TRIPPODO; FROHLICH, 1981).

O rato é particularmente Gtil em experimentos na pesquisa cardiovascular e
varios estudos construiram extensos conhecimentos nas areas de endocrinologia,
metabolismo e fisiologia, além de fornecerem detalhadas descri¢des acerca de sua
anatomia e histologia. Estes animais possuem tamanho apropriado e conveniente
para pesquisas laboratoriais (GILL et al., 1989).

A linhagem Wistar SHR, desenvolvida em 1963, é uma variante de animais
que permite o estudo da HA e da hipertrofia cardiaca (OKAMOTO; AOKI, 1963). Os
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animais SHR foram obtidos a partir de endogamia seletiva da cepa WKY 18 sendo,
os ratos Wistar-Kyoto normotensos, portanto, mais apropriados a constituicao de
grupos controle para a comparagao com os SHR (OKAMOTO; AOKI, 1963). Os SHR
foram cruzados entre si por mais de 130 geracdes e sdo praticamente homozigotos
em quase todos os loci genémicos (OKAMOTO; AOKI, 1963; SCHORK et al., 1995;
ATANUR et al., 2010).

Os ratos SHR comegam a apresentar o fenétipo hipertensivo apos seis a oito
semanas de nascimento, sendo ja considerados hipertensos entre a oitava e 162
semanas (YAMORI, 1984; EBATA et al.,, 1991) e atingem um padrdo pressorico
estavel para hipertensao entre 202 e 282 semanas (YAMORI, 1984). Nestes animais
0 mecanismo de producdo da hipertensdo nado esta definido, mas depende, em
parte, dos niveis de ions sédio e cloreto na dieta, podendo coexistir maior ativacao
do sistema SRAA cerebral que pode ser um fator desencadeante da hipertensao
espontanea (FLISER et al., 1998).

Os SHR desenvolvem muitas lesdes de érgaos-alvo que incluem hipertrofia
do musculo cardiaco, insuficiéncia cardiaca e disfuncédo renal (FROHLICH, 1986).
Existem semelhancgas entre a hipertensdo essencial humana e a do SHR uma vez
que ambas apresentam elevacao da resisténcia vascular periférica total, com
constricao arteriolar e venular e carater progressivo da doenga vascular e renal
(FROHLICH, 1986).

Os SHR sé&o, portanto, um modelo comumente usado para pesquisa
cardiovascular da HA (BENDEL; EILAM, 1992; FARZAN JR; DA-SILVA; SALGADO,
2001; YAO et al.,, 2009; ATANUR et al., 2010) pois estes animais apresentam
diversas caracteristicas hemodinamicas e fisiopatolégicas semelhantes aquelas que
ocorrem no paciente com HA essencial (YAO, 2009, FARZAN JR; DA-SILVA;
SALGADO, 2001). Como na hipertensdo essencial (OKAMOTO; AOKI, 1963),
também nestes animais a HA é de origem multigénica podendo ser influenciada por
fatores ambientais, sendo seu controle pressérico multifatorial (TRIPPODO;
FROHLICH, 1981).

A partir deste pressuposto, diversos modelos murinos experimentais foram
desenvolvidos para estudos do comportamento da pressao arterial e da hipertrofia
cardiaca resultante. Diferentes vias foram identificadas na regulacdo da PA, como a
do SRAA, da endotelina, dos mediadores do sistema nervoso autbnomo, além das

decorrentes da acao de diversos horménios. Na producédo de modelos de HVE foram
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utilizadas indugdes hormonais, estenoses produzidas nas vias de saida dos
ventriculos e sobrecargas volumétricas, impondo aos ventriculos um ambiente fisico
e bioquimico diverso e indutor de HVE. Todos estes estudos permitiram melhor
conhecimento dos mecanismos presentes na HA e, ao mesmo tempo, dos
determinantes da HVE. Ainda assim, muitas questdes ainda permanecem nao
completamente elucidadas (FERNANDES et. al., 2007).

Com relagdo a HVE, os padrdes apresentados pelos SHR séo de hipertrofia
concéntrica que permanece estavel por longo tempo seguido de um periodo de
transicdo e perda desta estabilidade, o que fornece um modelo adequado para o
estudo de mecanismos de disfuncdo cardiaca e emprego de tratamentos-teste em
diferentes fases da doenca (YAQO, 2009).

2.5 Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), ao atuar sinergicamente
com o sistema nervoso simpatico, estimula a secrecao de aldosterona e exerce
atividade essencial no controle da excrecdao de so6dio, no volume de liquido
circulante e no tonus vascular (RANG et al., 2007). Agindo desta maneira, o0 SRAA
modula o equilibrio hidroeletrolitico e regula a PA (TAVARES, 2000; GIESTAS;
PALMA; RAMOS, 2010) desempenhando importante papel na patogénese de
doencas renais, DCV e na HA (GIESTAS; PALMA; RAMOS, 2010) e remodelando a
rede arterial de resisténcia envolvida na regulacao pressorica (TOUYZ, 2005).

A renina, o angiotensinogénio, a Al, All e ECA constituem os elementos
principais do SRAA (GIESTAS; PALMA; RAMOS, 2010). O controle da liberacao e
formacao da renina, e agao da All se da conforme Figura 2.

A renina é uma enzima proteolitica secretada pelas células justaglomerulares
renais sendo liberada diretamente na circulagcdo sanguinea em resposta a diversos
estimulos fisiolégicos e fisiopatol6gicos, como na reducdo da perfusao renal ou do
conteltdo de Na® e no aumento da atividade simpatica (RANG et al., 2007;
GIESTAS; PALMA; RAMOS, 2010). Apesar destes efeitos esta proteina ndo esta
diretamente associada as alteragdes dos niveis presséricos (NAFTILAN et. al., 1989;
SOUBRIER et. al., 1990).

O angiotensinogénio é uma globulina plasmatica produzida pelo figado que ao
sofrer acao da renina, transforma-se em Al (RANG et al., 2007) que pode influenciar
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diretamente os niveis da All e, como consequéncia, alterar os niveis pressoéricos
(WALKER et al., 1979; JEUNEMAITRE et al., 1992). Além deste efeito hipertensivo,
alteragcbes de pares de bases no intron 16 do gene que codifica 0 angiotensinogénio
podem produzir HVE (IWAI et. al., 1994).

FIGURA 2 — Controle da liberagédo e formacao de renina e acao da All
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Fonte: Adaptado RANG et al. (2007, p. 304)

A ECA (peptidil-dipeptidase) converte a Al em All ativando este potente
vasoconstrictor (RANG et al.,, 2007; GIESTAS; PALMA; RAMOS, 2010). Uma
isoforma da ECA esta presente em alguns tecidos e pode promover produc¢ao local
da All em diversos leitos vasculares independente da All veiculada pelo sangue
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(RANG et al., 2007). Estudos demonstraram que a atividade da ECA e o SRAA
tecidual miocardico encontram-se ativados em modelos animais de insuficiéncia e
hipertrofia cardiaca (DZAU, 1992; BAKER; BOOZ; DOSTAL, 1992).

A All é o mediador final do SRAA e desempenha um papel crucial na
homeostasia cardiovascular (TOUYZ et al., 1999); é, aproximadamente, 40 vezes
mais potente do que a noradrenalina para promover o aumento da PA (RANG et al.,
2007) devido ao seu potente efeito vasoconstritor periférico (TOUYZ et al., 1999;
RANG et al., 2007). Suas principais agbes sao induzir a hipertrofia e a hiperplasia
em artérias de resisténcia reduzida, de células endoteliais e dos cardiomidcitos
(TOUYZ et al.,, 1999). Estas acdes sao mediadas por receptores especificos da
membrana celular (TOUYZ et al., 1999; RANG et al., 2007) que sdo AT, (Figura 2)
e/ou AT, Os efeitos vasculares desencadeados pela estimulagdo dos AT, sédo sutis
e opostos aos dos AT (RANG et al., 2007). Assim, devido a estas acdes, a All pode
desempenhar um papel patofisioléogico importante no desenvolvimento e

manutencao da hipertensao arterial (TOUYZ et al., 1999).

2.6 Farmacos utilizados no estudo

2.6.1 Inibidor da enzima conversora da angiotensina

O maleato de enalapril ((S)-1-[N-[1-etoxicarbonil-3-fenilpropil]L-alanil]-L-
prolina, € um pré-farmaco que, hidrolisado a enalaprilato ((S)-1-[N-[1-carboxy-3-
phenylpropyl]-L-alanyl]-L-proline)) (Figura 3), tem sido utilizado no tratamento da HA
e da IC (TABACOVA; KIMMEL, 2001; KOROLKOVAS; FRANGCA, 2001) desde sua
aprovacao pelo FDA em 1985 (FDA, 1985).

FIGURA 3 — Hidrdlise do Enalapril
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COOH

Enalaprilato (Acido enalaprilico)
Fonte: Adaptado de TABACOVA e KIMMEL (2001, p. 468).

E comercializado na forma de maleato de enalapril por apresentar maior
absorcdo intestinal que o enaprilato (TABACOVA; KIMMEL, 2001; BULARIO
ENALAPRIL, 2006). Depois de hidrolisado no figado, o enalapril inibe a ECA
resultando em redugédo dos niveis séricos de All, aumento da renina plasmatica
devido a remocgao do feedback negativo da renina, e diminuicdo da secrecédo de
aldosterona (BULARIO ENALAPRIL, 2006) Estes efeitos produzem reducdo nos
niveis da PA.

Além disso, o enalapril pode inibir a acao da bradicininase |l com bloqueio da
degradacdo da bradicinina, um potente vasodilatador (BULARIO ENALAPRIL, 2006).
O aumento dos niveis séricos desta substancia esté relacionado ao aparecimento de
tosse em muitos pacientes em tratamento (BULARIO ENALAPRIL, 20086).

Mesmo considerando que o mecanismo principal de acédo hipotensora do
enalapril € a supressdo do SRAA, este farmaco mantém o efeito anti-hipertensivo
em pacientes com baixos niveis séricos de renina (BELFAR, 2009).

E importante ressaltar que o enalapril exerce seus efeitos inibindo a
conversao de Al em All e que a redugao desta Ultima esta associada ao menor
estimulo do receptor AT¢ e, consequentemente, a redugédo do efeito hipertréfico no
VE (BASSO et al., 2007). Um efeito adicional encontrado foi o prolongamento da
expectativa de vida nos grupos de animais tratados com o enalapril, em comparagéao
com animais controle.

Os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA) sao farmacos
com efeito hipotensor eficazes no tratamento da HAS (BREGAGNOLLO et al., 2005;
SBC, 2010), sendo amplamente utilizados na clinica (MANCIA, 2013). Além disso,
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estdo associados a reducdo da HVE (BREGAGNOLLO et al., 2005) induzindo
modificacdes, tanto do componente muscular quanto da matriz de colageno (NOBRE
et al., 2008).

Estudos clinicos e experimentais demonstraram que o tratamento com IECA
reduz a hipertrofia e o remodelamento das cémaras cardiacas em pacientes
hipertensos ou com cardiopatia isquémica (PFEFFER, J. M.; FISCHER; PFEFFER,
M. A., 1995; BREGAGNOLLO et al., 2005). Ratos com coartacao da aorta tratados
experimentalmente com IECA, apresentaram prevengao ou regressao da hipertrofia
ventricular esquerda (KOJIMA et. al., 1994; BRUCKSCHLEGEL et. al., 1995).

O enalapril tem, como principal acdo farmacoldgica, a reducdo da PA
(CONSENSUS, 1987; KOROLKOVAS; FRANGCA, 2001) e sua adicdao a terapia
convencional em pacientes com insuficiéncia cardiaca sistolica (ICS) pode melhorar
os sintomas e reduzir a mortalidade (CONSENSUS, 1987). Além disso, o enalapril
apresenta atividade antioxidante, melhora a disfuncdo endotelial, atenua a
progressdo da aterosclerose e acrescenta nefro e cardioprotegdo (CONSENSUS,
1987). Estes efeitos somados retardam a progressdo da disfungdo cardiaca em
pacientes com IC atenuando o processo de dilatacdo do ventriculo esquerdo apds o
infarto agudo do miocérdio (IAM) (CONSENSUS, 1987).

2.6.2 Estatinas

As estatinas tém sido estudadas desde a década de 1970 (Figura 5) e atuam
inibindo a hidroximetilglutaril-coenzima A (HMG-CoA - Figura 4) que é a enzima
envolvida na biossintese do colesterol, sendo, portanto, um alvo terapéutico
importante no tratamento da hipercolesterolemia (TOBERT, 2003).

Estudos demonstraram que as estatinas sdo efetivas na prevencédo de
eventos clinicos cardiovasculares (VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996;
TURNER et al., 2007; EUROPEAN SOCIETY, 2016; GIRARDI; RAPOSO; COUTO,
2010), tanto primarios como secundarios (EUROPEAN SOCIETY, 2016; GIRARDI;
RAPOSO; COUTO, 2010). Esse grupo de farmacos apresenta, portanto, efeitos
protetores cardiovasculares (SIMKO, 2007), atenuando a disfuncdo endotelial e
favorecendo o controle da presséo arterial (PA) (TURNER et al., 2007).

Em experimento randomizado de Wassmann et al. (2001) com ratos

normocolesterolémicos e SHR tratados com atorvastatina, observou-se reducao da
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pressao arterial sistélica (PAs). O efeito hipotensor tem sido atribuido a melhora da
funcédo endotelial e, consequentemente, a maior vasodilatacdo, reduzindo, assim, a
resisténcia vascular periférica (RVP) (WASSMANN et al.,, 2001). Neste mesmo
experimento identificou-se diminuicao significativa da expressdo dos receptores de
angiotensina Il (All), subtipo 1 (AT), na parede dos vasos, 0 que pode contribuir
para o0 menor efeito vasoconstritor decorrente da All. Este achado foi também
observado em outro estudo (HERNANDEZ-PERERA, 1998) e sugere que a
atorvastatina, além de seus efeitos sobre as lipoproteinas de baixa densidade (Low
Density Lipoproteins/LDL), substancia capaz de produzir lesdo do endotélio, também
atua em outras vias que estao atreladas ao aumento da RVP, tais como a da All.

Além de promover a reducéo de lipideos, outras propriedades pleiotrdpicas
podem contribuir para os beneficios induzidos pelas estatinas na modulagcédo da PA,
sendo que resultados expressivos foram observados experimentalmente (GIRARDI;
RAPOSO; COUTO, 2010). Dentre os efeitos pleiotrépicos observados incluem-se:
melhora na fungcédo endotelial, aumento da biodisponibilidade de NO (éxido nitrico)
(KISHI et al., 2003) e expressao de propriedades anti-oxidantes (KISHI et al., 2008).

Os efeitos pleiotrépicos vasculares das estatinas foram avaliados em estudo
de Susic et al. (2003) que encontraram reduc¢ao significativa da PA em animais SHR,
mas nao observaram reducdo da hipertrofia ventricular esquerda (HVE). Em outro
estudo (GOLOMB et al., 2008), a sinvastatina e a pravastatina reduziram a PAs e a
PAd, embora a magnitude da resposta hipotensora tenha sido modesta entre os nao
hipertensos que também receberam doses relativamente baixas de estatina.

As estatinas impedem a sintese de outros intermediarios isoprendlicos
importantes da via biossintética do colesterol, como pirofosfato de farnesil (FPP) e
pirofosfato de geranilgeranilo (GGPP), porque inibem a sintese de mevalonato,
(Figura 4) (LIAO, 2002). Esses metabdlitos intermediarios servem como anexos
lipidicos importantes para a modificacdo pés-tradugcdo de uma variedade de
pequenas porcoes de GTPase (McTAGGART, 2006). A isoprenilacdo de proteinas
proporciona as ancoras lipofilicas que facilitam a localizacdo subcelular e o trafego
intracelular de proteinas associadas a membrana (VAN AELST e D'SOUZA-
SCHOREY, 1997; LIAO, 2002).
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FIGURA 4 — Via de biossintese do colesterol

HMG-CoA reductase

Fonte: TOBERT (2003, p. 518)
Foi demonstrado também que as cascatas Ras-PI3KAkt-eNOS e Ras-ERK1 /

2-RSK-eNOS estdao envolvidas na regulagcdo da PA mediada pelo efeito da
sinvastatina no nucleo do trato solitario (NTS) (CHENG et al, 2013).

Moreira et al. (2013) sugerem que o tratamento com sinvastatina a curto
prazo induz reducdo na atividade simpatica no coragdo e nos vasos nos animais
SHR, independentemente de mudangas na PA. Assim, a sinvastatina inibiria o
agravamento da hipertrofia cardiaca em modelo de rato hipertenso e com grande
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variabilidade pressérica (TAKAYAMA et al., 2011; CHEN et al., 2015) sem modificar
o comportamento da PA (TAKAYAMA et al., 2011). Melhora na fungéo
microcirculatéria cerebral e na perfusdo tecidual podem ser verificadas com a
sinvastatina ampliando seu potencial preventivo de eventos isquémicos,
principalmente cerebrovasculares, induzidos pela hipertensao arterial (FREITAS et
al., 2017).
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FIGURA 5 — Linha do tempo: histéria das estatinas
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Além dos IECA (ja abordados anteriormente), as estatinas também tém-se
mostrado com capacidade de prevenir, ou até mesmo de induzir a regressao da
HVE (TAKEMOTO, 2001; KOROLKOVAS; FRANCA, 2001; SIMKO, 2007). A
literatura indica que as estatinas melhoram o prognédstico de pacientes com HVE
independentemente dos seus efeitos conhecidos na reducdo dos niveis
circulantes de LDL-col (TAKEMOTO, 2001; SIMKO, 2007).

As estatinas também mostram-se Uteis na redugado da fibrose miocardica,
no aumento da densidade da rede capilar miocardica e na atenuagdo da
instabilidade elétrica do coracao hipertrofiado (SIMKO, 2007). As estatinas
também auxiliam na melhora das funcdes sistélica e diastélica do ventriculo
esquerdo e associam-se a diminuicdo da mortalidade cardiovascular (SIMKO,
2007), também por reduzirem a PA (TAKEMOTO, 2001).

Como ja mencionado, o mecanismo de acado anti-dislipidémica das
estatinas estd relacionado a inibicado da HMG-CoA, sendo um medicamento
bastante eficaz na redugdo das concentracbes plasmaticas de LDL-col
(KOROLKOVAS; FRANGCA, 2001) por limitar a biossintese do colesterol no figado
(PRODUCT INFORMATION-ZOCOR, 1999-2014; KOROLKOVAS; FRANCA,
2001) e, como consequéncia, aumentar o numero de receptores de LDL-col
(KOROLKOVAS; FRANGA, 2001). Além disso, as estatinas inibem diferentes
componentes funcionais e estruturais envolvidos no processo aterosclerético
(WASSAMANN, 2001) como, por exemplo, a hipertrofia e proliferacao de células
musculares lisas e deposicao de fibrina e de colageno nos vasos. Com seu uso
também ocorre melhora da funcdo endotelial, reducdo dos niveis de citocinas
inflamatérias e de espécies reativas de oxigénio (ROS) (VAUGHAN, 1996;
GIRARDI; RAPOSO; COUTO, 2010).

A sinvastatina, uma lactona inativa sintetizada a partir do Aspergillus
terréus, é hidrolisada no figado até &cido mevanolénico (f-hidroxiacido), que é o
principal metabdlito ativo e inibidor da HMG-CoA redutase (ALBERTS et. al., 1980
apud HOFFMAN et. al., 1986; KOROLKOVAS; FRANCA, 2001) (Figura 6). E a
presenga de um grupo metil que torna a sinvastatina um derivado semi-sintético
mais potente que a lovastatina (ALBERTS et. al., 1980 apud HOFFMAN et. al.,
1986; TOBERT, 2003).
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A sinvastatina foi aprovada para uso clinico pelo FDA em 1991 (FDA, 1991)
mas desde 1988 ja estava liberada para comercializacdo na Suécia (TOBERT,
2003).

FIGURA 6 — Estrutura quimica da sinvastatina

0

Fonte: ALBERTS et. al., 1980 apud HOFFMAN et. al. (1986, p. 849)

As estatinas, tendo como exemplo a sinvastatina, sdo indicadas como
terapia coadjuvante a dieta para reduzir o risco de morbimortalidade por DCV
(GRUNDY, 1988 apud ARMITAGE, 2007; PEDERSEN; TOBERT, 1996 apud
ARMITAGE, 2007; PRODUCT INFORMATION, 1999-2014). Seu emprego pode
reduzir o risco de infarto do miocardio nao fatal e a necessidade de
procedimentos de revascularizagdo em pacientes com alto risco de eventos
isquémicos coronarianos e de acidente vascular cerebral, como ocorre no
Diabetes mellitus, doenca dos vasos cerebrais e periféricos e historia prévia de
eventos isquémicos (CHOLESTEROL TREATMENT TRIALISTS (CTT)
COLLABORATORS, 2005; PRODUCT INFORMATION-ZOCOR, 1999-2014).

A sinvastatina foi também associada a redugdo do risco de mortalidade
apos infarto agudo do miocardio em idosos com idade inferior a 80 anos (FOODY
et. Al.,, 2006).
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3 JUSTIFICATIVAS DO ESTUDO

Apesar de termos tido notaveis avangos no tratamento das DCV, o cenério
ja descrito reforca a necessidade de estudos na busca de um tratamento mais
eficaz, tanto visando a prevengcdo como a recuperagdo da fungdo cardiaca,
particularmente na presenca de remodelacao hipertréfica do VE como acontece
na HA.

Assim, nas situacgbes clinicas de risco vascular e muscular elevado, que
constitui a cadeia de eventos que leva aos estagios avancados de doencas
cardiovasculares e que se conhece como continuum cardiovascular, proposto por
Dzau e Braunwald (1991), a prevencao primaria e secundaria das DCV se torna
ainda mais necessaria. Neste contexto, o controle dos chamados fatores de risco
cardiovascular, como a HA e a hipercolesterolemia, deve ser intensificado
reconhecendo-se que o0s beneficios esperados com a prevencdo podem
proporcionar também reducdo de custos futuros em decorréncia dos eventos
isquémicos e do comprometimento da funcdo muscular do VE que podem ser
evitados.

Visto que os IECA e as estatinas apresentam importante papel na reducao
da PA e da hipercolesterolemia, respectivamente, além de apresentarem outros
efeitos benéficos ao AVC, o uso isolado e concomitante destes dois farmacos em
um modelo de HA (SHR) deve ser estudado, pois podera permitir um melhor
entendimento de aspectos relacionados ao controle pressérico e a HVE nestes

animais e mesmo orientar novas pesquisas de ordem terapéutica.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo principal

-Avaliar o papel da sinvastatina, associada ou n&o ao enalapril, nos niveis

pressoricos sistélicos em animais SHR.

4.2 Objetivos secundarios

-Avaliar o efeito da sinvastatina e/ou do enalapril na PA, frequéncia
cardiaca, no peso do coracdo e do ventriculo esquerdo e no peso corporal dos
animais;

-Verificar o efeito destes farmacos na HVE analisando-se o diametro

transversal dos cardiomiécitos.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Tipo de pesquisa

Este estudo caracterizou-se como uma intervengcdo experimental e de

laboratério, prospectivo, de abordagem qualitativa e quantitativa.
5.2 Local de realizacao e populacao do estudo

Foram utilizados 30 animais adultos, machos, da linhagem SHR
(Spontaneously Hypertensive Rats) provenientes do Centro de Bioterismo e
Experimentacao Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e
do Departamento de Ciéncias Biologicas da disciplina de Fisiologia da UFTM. Os
experimentos foram realizados no CBEA da UFU, conforme autorizacdo (Anexo
2), em colaboracédo com o Prof. Dr. José Antdnio Galo, do Laboratério de Registro
de Atividades Biolégicas da Area de Ciéncias Fisiolégicas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da UFU (Anexo 3) e com o Prof Dr Marcelo Emilio Beletti, do
Laboratério da Disciplina de Histologia do Departamento de Morfologia da UFU
(Anexo 4). A pesquisa foi realizada apds autorizacdo da instituicdo e aprovacao
do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade

Federal de Uberlandia, sob protocolo n®115/11
5.3 Criterios de inclusao e exclusao

Foram considerados elegiveis para inclusdo no estudo ratos adultos,
machos, saudaveis que apresentavam fendtipo hipertensivo (SHR) e com peso
médio de 300g. O peso médio foi calculado pelo teste de Shapiro-Wilk a 0,05 com
desvio padrao 43,2. Sendo que trés animais morreram antes da finalizacdo do
experimento. Os animais morreram, possivelmente, pelo excesso de estresse
causado ao serem contidos no contensor para afericdo da FC e PAs, e em
processo de hipertermia. Considerando que € natural desta linhagem animal,
SHR, apresentar maior estresse diante das manipulacées experimentais. Sendo
dois desses animais eram do grupo associagdao e um do grupo controle.
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5.4 Aspectos éticos

Foram fornecidas instalacées e alimentacdo adequadas, cuidados para
evitar dor e sofrimento, submetendo os animais a analgesia quando necessario,
assepsia e eutanasia, conforme a legislagao vigente. Apds o final do experimento,
os animais foram colocados no refrigerador (< 0°C) do CBEA e descartados

posteriormente conforme protocolo vigente na institui¢éo.

5.5 Delineamento Experimental

Para os procedimentos iniciais de afericdo do instrumento de medida
pressérica e afericdo da FC, foram utilizados quatro ratos Wistar. Do total de 30
animais SHR que iniciaram o experimento, trés morreram antes da finalizagdo do
protocolo, sendo um do grupo controle (no contensor, durante o periodo de
aquecimento) e dois do grupo associagdo (ambos no contensor acrilico, sendo um
durante o periodo de aquecimento e outro durante a afericdo da PA). O
experimento foi finalizado com um total de 27 animais SHR distribuidos em quatro
grupos para tratamento, dispostos da seguinte forma: n=6 (seis) para o grupo 1
(C=controle), n=8 (oito) para o grupo 2 (S=sinvastatina), n=7 (sete) para o grupo 3
(E=enalapril) e n=6 (seis) para o grupo 4 (A=associacdo de sinvastatina e
enalapril), conforme fluxograma abaixo.

FLUXOGRAMA 1 — Protocolo experimental

sRupos perionoos Wl “iiciono. Wl oumaciobo
EXPERIMENTO | EXPERIMENTO

@ sr | [ covwec | [ wwaw | [ wen | [ vaswms |
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O o= | [somwmemmonda [ wwws | [ wem | [ vaswmns |

T=0 e Pi - inicio do experimento (pesagem dos animais, afericdo da frequéncia cardiaca (FC) e da presséao arterial (PA) por
pletismografia de cauda, tratamento com enalapril 15 mg/kg/dia e sinvastatina 10 mg/kg/dia, via oral por gavagem);

T=4 - final do experimento (pesagem dos animais, afericdo da FC e PA por pletismografia de cauda, sacrificio dos animais
por sobrecarga anestésica, abertura do térax com remocao e pesagem do coragao, confecgcdo das laminas com
cortes do ventriculo esquerdo e histomorfometria);
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5.6 Método Experimental
5.6.1 Procedimentos para o desenvolvimento experimental

Inicialmente utilizou-se um grupo de quatro ratos Wistar provenientes do
CBEA/UFU, para controle da fidedignidade dos registros obtidos no aparelho
Power Lab 4/25T que seria, posteriormente, empregado para afericao de dados
dos animais SHR do protocolo experimental. Nestes animais foram estimadas as
médias das variaveis pressao arterial sistélica (PAs) e FC. Para verificacao da
normalidade das medidas obtidas, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk, ao nivel de
0,05 de significancia. Apds esta verificacao, foi calculado o intervalo de confianca
para a média, ao nivel de 0,95 de confianca.

Os animais SHR foram acasalados no CBEA/UFU e, ap6s o nascimento,
os ratos foram confinados em caixas de polipropileno, com no maximo cinco
animais em cada, com grade de metal, higienizadas conforme protocolos
especificos deste biotério e tratados até alcancarem o peso minimo de 200 g.
Foram entdo acondicionados no biotério Il com condigcdes ambientais mantidas
constantes para todos os grupos, no que se refere a temperatura (21+/-1°C),
umidade relativa do ar (60+/-10%), nivel de ruido reduzido e luminosidade
dia/noite de 12h, com iluminacéo artificial.

Os ratos foram alimentados com racao do tipo Bio Base: Bio-Tec, fornecida
pela propria instituicdo, e agua filtrada, ambas administradas “ad libitum”.

No inicio da intervengdo medicamentosa os animais foram divididos nos

quatro grupos com peso médio por animal de 300 g.
5.6.2 Preparo dos medicamentos

Os medicamentos, maleato de enalapril 10 mg' (NEO QUIMICA, 2014) e
sinvastatina 20 mg? (BIOLAB SANUS, 2014) foram macerados, em gral e pistilo
de porcelana, diluidos em agua para beber em 20 ml e em 5 ml, respectivamente,
acondicionados em copos descartaveis com capacidade para 50 ml e

1

Neo Quimica-Genérico, L81140516 e F08-11, registro na Anvisa n® 1.5584.0108, medicamento de referéncia: Renitec® da Merck Sharp &
Dohme.
2 BIOLAB SANUS Farmacéutica Ltda, L2040087 e F03-12, registro na Anvisa n? 1.0974.0084, Vaslip® é o proprio de referéncia.
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identificados por grupo experimental e farmaco; este procedimento foi realizado
diariamente.

Esses medicamentos foram administrados via oral, pelo método de
gavagem, na dose de 15 mg/kg por dia de enalapril (BOMFIM; DE-LACERDA,
2003) e 10 mg/kg por dia de sinvastatina (LENDINGHAM; LAVERTY, 2005),
diariamente, entre 13 h e 15 h, por quatro semanas (28 dias consecutivos).

5.6.3 Registros da FC e PAs

Os dados relativos a FC e a PAs foram obtidos por pletismografia de cauda
(Fig. 7), uma mensuragcdo nado invasiva, ao inicio (momento basal) e ao final
(quatro semanas) do experimento, e registrados no aparelho Power Lab 4/25T
(Fig. 8) (AdSinstrumensts NIBP Controller), programa Lab Chart versao 7.0.

FIGURA 7 — Pletismégrafo de dauda

Fonte: Foto do préprio autor, 2012

FIGURA 8 — Power Lab 4/25T

Fonte: Foto do préprio autor, 2012
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5.6.4 Método de cuff/transdutor com aquecimento da cauda para registro da PAs

O método de registro indireto de PA por cuff/transdutor (manguito com
sensor de pulso pneumatico, Fig. 9 e 10) foi feito apds aquecimento da cauda do
animal (BORG; VIBERG, 1980). Para medida, o animal foi colocado no contensor
de acrilico e mantido em aquecimento prévio em temperatura aproximada de
35°C, por 10 minutos, tendo sido utilizado um aquecedor da Insight com
capacidade para quatro contensores com animais.

Os animais tiveram um periodo de adaptacdo para a mensuragdo da PA
(KUBOTA, 2006), realizando-se a afericdo em dois dias ndo consecutivos, com
um intervalo de 10 dias, sendo a manipulacdo dos animais realizada pelo mesmo
experimentador.

Apbs o periodo de adaptacao, iniciaram-se os registros basais da PAs e da
FC. Os animais foram colocados nos contensores (Fig. 9) e, em seguida,
alocados para aquecimento prévio a 35°C, por 10 min. Apds este procedimento,
um contensor com o animal foi retirado do aquecedor, colocado em caixa de
polipropileno com maravalha e o cuff foi anexado na cauda do animal. A obtengéo
dos registros ocorreu no periodo da manha, com intervalo de 2 minutos cada
afericdo, sendo registradas seis leituras (Anexo 5) dos ciclos cardiacos (YAO et
al., 2009), considerando-se a média obtida destes registros como o valor de
referéncia. Assim o animal ficou contido por, aproximadamente, de 23 minutos
considerando o tempo em que ficou submetido a hipertemia até o registro final

das leituras.

FIGURA 9 — Cuff/transdutor
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Fonte: Foto do préprio autor, 2012
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FIGURA 10 — Cuff

Fonte: Foto do préprio autor, 2012

FIGURA 11 - Contensor

Fonte: Foto do préprio autor, 2012

5.6.5 Sacrificio dos animais

Para retirada do coragdo os animais foram submetidos a eutanasia
seguindo-se para isso a Resolugdo n®714 de 20 de junho de 2002 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (CFMV) e orientacées da Comissdo Europeia e
da American Veterinary Medical Association. Respeitando-se o anexo | da
Resolugao n?714 do CFMV/2002, utilizou-se sobrecarga anestésica com cetamina
60 mg/kg, xilazina 10 mg/kg e midazolam 2 mg/kg, sendo administrados via intra-
peritoneal (IP).

Apo6s ocorrer a sedagdo completa do animal, este foi posicionado em
decubito dorsal e iniciada a incisédo na parede tor4cica até abertura suficiente para
retirada do coragédo do animal. O coracéo foi pesado e em seguida separou-se o
ventriculo esquerdo que também foi pesado, os resultados foram registrados e os
tecidos imediatamente acondicionados em frascos contento solugdo conservante
e identificados com dados do experimento e do animal de origem. Este material

foi encaminhado para processamento histologico (Anexo 6).
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Em seguida, a carcaca foi encaminhada para refrigeracdo e posterior
descarte pelo CBEA-UFU, conforme legislagéo vigente.

5.6.5 Anéalise dos didmetros dos cardiomidcitos

Para analise dos didmetros transversais dos cardiomiocitos procedeu-se o
processamento histolégico com confeccao das laminas conforme descrito no
Anexo 6, sendo utilizada a coloragdo de hematoxilina/eosina (HE).

As laminas foram confeccionadas sendo obtidos cinco cortes obliquos de
cada ventriculo, um corte por lamina, ou seja, cinco laminas por animal. Em
seguida foram mensurados os menores diametros parte central de cinco células
(com nucleos visiveis), em cinco campos diferentes.

Para as medidas foram realizadas analises em imagens digitais capturadas
aleatoriamente em microscopio binocular Olympus BX40, com objetiva de 40X.
Para a mensuracao dos valores dos diametros dos cardiomiécitos foi utilizado o
software ImagedJ 1.52a (National Institute of Health).

As medidas foram realizadas pelo mesmo observador que n&o tinha

acesso a qual grupo pertencia a lamina avaliada.

FIGURA 12 — Diametro dos cardiomidcitos (um)
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Fonte: Foto do préprio autor, 2017

5.7 Tratamento estatistico dos dados

Os registros obtidos no Power Lab 4/25T foram analisados pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Apds esta verificagdo foi calculado o intervalo de
confianca para a média ao nivel de 0,95 de confiancga.

Utilizou-se um intervalo de confianga para média com aproximagédo a uma
distribuigdo t-Student. A equagéo para calculo do intervalo de confianca (IC) para

média (#) populacional é apresentado a seguir:

IC(,u)W:[LI;LS]:[)_c—t X+

Bl 1}
(n—l);alzﬁ n—l);alzﬁ (1)

Formato em que, L/ é o limite inferior e LS o limite superior do intervalo de
confianca estimado, 7 - a € o nivel de confianca da férmula 1 fixado em 95% (a é
o nivel de significancia de 0,05), t refere-se a probabilidade a/2 unicaudal da
distribuicdo de t-Student; n € o tamanho da amostra, n— 1 € o grau de liberdade
da distribuicado de t-Student (MORETTIN, 2009).

As andlises estatisticas de delineamento experimentais sdo feitas a partir
de técnicas como a de modelos lineares ou andlise de varidncia em que,
satisfazendo as pressuposicoes, a cada fator o teste compara o valor da
estatistica F com os percentis da distribuicio F-Snedecor, ao nivel de
significancia de 0,05. Quando significativo, a comparacdo de médias foi realizada
a partir do teste de Tukey para comparacdes multiplas (BANZATTO; KRONKA,
1995; PIMENTEL; GOMES, 2000; MORAIS, 2001).

Foi realizado o estudo das pressuposi¢cdes do modelo linear empregando-
se, para testar a normalidade dos residuos, os testes de Kolmogorov—Smirnov
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com correcao de Lilliefors (K-S)?*(LILLIEFORS, 1967) para tamanho de amostras
superiores a 50 e Shapiro-Wilk para inferiores a 50; para homogeneidade das
variancias utilizou-se os testes de Bartlett (x?)**(BARTLETT, 1937) e Durbin-
Watson (DW) (DURBIN; WATSON, 1950) para independéncia dos residuos.

Satisfeitas estas pressuposicées para as variaveis peso do animal, PA e
FC, foi realizado um estudo de analise de varidncia para delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x4), em parcela subdividida no
tempo, com 8 repeticbes, em que a parcela sdo 0s grupos com intervengao
medicamentosa e subparcela o tempo (inicial e final).

Para as variaveis peso do coragao e ventriculo esquerdo, foi realizado um
estudo de andlise de variancia para delineamento inteiramente casualizado, com
8 repeticdbes, em que os tratamentos foram os grupos com intervengao
medicamentosa. Para a variavel peso do coracdo nao foram satisfeitas as
pressuposicoes iniciais de normalidade e assim foi realizado a transformacéao
logaritmica.

O modelo linear avaliado foi em delineamento inteiramente casualizado,
com dois fatores (grupo e tempo), em esquema de parcela subdividida, definido
por:

Y SHAC AT A 4y, e, (2)

As andlises foram realizadas utilizando-se o ambiente R: A Language and
Environment for Statistical Computing®®(R-PROJECT, 2010).

Para avaliacdo do diametro dos cardiomidcitos, foi considerada como
repeticdo a média de todas as medidas realizadas em cada animal do
experimento. Foi adotado esquema de Anova de um fator, ja que em anadlises
anteriores o fatorial completo com os fatores uso de enalapril (niveis: sim ou nao)
e uso de sinvastatina (niveis: sim ou ndo) analisado mostrou interacdo. Os
tratamentos foram comparados entre si com o teste de Tukey. Os residuos do
modelo seguiram normalidade e homocedasticidade.
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6 RESULTADOS

6.1 Verificacao da fidedignidade dos dados

Observa-se, na Tabela 1, que nas duas variaveis testadas (PAs e FC) no
grupo Wistar (4 animais) para verificagcdo da fidedignidade dos dados, ha
interseccao entre os intervalos de confianca e, desta forma, conclui-se que as
médias obtidas nos animais sdo estatisticamente iguais, exceto para a PAs do
animal quatro em que a média foi estatisticamente igual a média do animal um,
diferindo das médias dos animais dois e trés. Esta diferenca foi considerada
pequena e pode-se inferir dai a fidedignidade dos valores registrados.

Tabela 1. Média e desvio padréo da PAs e FC dos animais do grupo Wistar

Pressao Arterial

Animais Média Desvio-padrio IC 95%
LI LS
1 121,95 6,88 104,28 139,63
2 140,59 5,14 127,37 153,81
3 130,85 2,73 123,84 137,86
4 115,30 3,17 107,14 128,47
Frequéncia Cardiaca
Animais Média Desvio-padrao IC 95%
LI LS
1 224,87 53,66 86,94 362,80
2 342,84 61,51 184,72 500,97
3 333,95 41,96 226,10 441,81
4 297,11 30,95 217,55 376,68

IC: intervalo de confianca; LI: limite inferior; LS: limite superior.

6.2 Grupos de estudo

6.2.1 Valores basais da PAs e FC

Os valores iniciais, ou basais, da mensuracdo de todos os parametros
avaliados permite garantir a homogeneidade dos dados que pode ser verificado
conforme apresentado nas tabelas abaixo (PAs, FC, Peso corporal) em que no

tempo inicial todos apresentam a mesma letra maiuscula “A”. analise estatistica
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garantida pelo teste de Tukey com 0,05, ou seja, garante a menor diferenca
estatistica.

6.2.2 Frequéncia cardiaca dos animais X intervengcdo medicamentosa

Na comparagao intergrupos, a FC ao final do experimento dimimuiu no
grupo S, quando comparada ao grupo C. Nao houve diferenca da FC no grupo E
em comparagao ao grupo A (Tabela 2). No tempo inicial de avaliagcdo nao houve
diferenca entre os grupos experimentais.

Na comparagédo intragrupos houve diminuicdo da FC ao final do
experimento no grupo S e aumento no grupo C. Nao houve diferenca significativa
da FC nos grupos E e A (Tabela 2).

Tabela 2. Média da FC (bpm) dos animais para diferentes intervencgdes

medicamentosas

Intervencdo Medicamentosa

Tempo Controle(C)  Sinvastatina(S) Enalapril(E) Séﬂﬁ/;ztﬁll?z)e
Inicial 354,56bA 403,08aA 404,57aA 419,79aA
Final 413,76aA 336,490B 365,80aAB 388,14aAB

CVwedicamento= 15,25% CVrempo = 11,46%

D=0,06; x°=0,26; DW = 2,00

*Médias seguidas por letras distintas minUsculas na coluna e mailsculas na linha diferem
entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05); CV: coeficiente de variagdo; D, XZ e DW:
estatisticas dos testes Kolmogorov-Smirnov com correcéao de Lilliefors para normalidade
dos residuos, Bartlett para homogeneidade das varidncias e Durbin-Watson para
independéncia dos residuos, respectivamente; valores em negrito indicam normalidade e
independéncia dos residuos e homogeneidade das varidncias ao nivel de 0,05 de
significancia.

6.2.3 Presséo arterial sistdlica X intervengdo medicamentosa

A PAs foi estatisticamente semelhante no tempo inicial de avaliacdo em
todos os grupos (Tabela 3).

A comparacao intergrupos ao final do experimento mostrou que a PAs
diminuiu nos grupos E e A, quando comparados com os grupos C e S em que
aumentou. N&o houve diferenga entre os grupos E e A (Tabela 3).

A comparagédo intragrupos mostrou que em C, S e A houve diferenga
significativa entre a PAs inicial e final ao término do experimento. A PAs final

diminuiu a inicial no grupo A, ou seja, diminuiu, ocorrendo o contrario para os
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grupos C e S, em que aumentou. Nao houve diferencga significativa entre a PAs
inicial e final no grupo E (Tabela 3).
Tabela 3. Média da PAs (mmHg) dos animais para diferentes intervencoes

medicamentosas

Intervencdo Medicamentosa

Tempo Controle(C)  Sinvastatina(S) Enalapril(E) S:Enr:/;zt;ﬁll?i)e
Inicial 235,65bA 228,90bA 224,89aA 246,08aA
Final 264,71aA 259,13aA 212,19aB 219,42bB

CVMedicamento= 7s73°/° CVTempo = 10s92°/°

D=0,10; x°=7,43; DW = 1,88

*Médias seguidas por letras distintas minlsculas na coluna e mailsculas na linha
diferem entre si pelo Teste de Tukey a 0,05; CV: coeficiente de variagdo; D, x° e DW-
estatisticas dos testes Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors para
normalidade dos residuos, Bartlett para homogeneidade das varidncias e Durbin-
Watson para independéncia dos residuos, respectivamente; valores em negrito
indicam normalidade e independéncia dos residuos e homogeneidade das variancias
ao nivel de 0,05 de significancia.

6.2.4 Pesos dos animais X intervencdo medicamentosa

A comparagao intergrupos mostrou que, para os tempos inicial e final
(Tabela 4), a intervencdo ndo promoveu alteracdo significativa nos pesos dos
animais.

Foi observado aumento de peso corporal final em relacédo ao inicial em trés
grupos (C, S e A), sendo que apenas 0s animais tratados em monoterapia com
enalapril ndo apresentaram aumento do peso corporal durante o periodo
experimental (Tabela 4).

Tabela 4. Média do peso (g) dos animais para diferentes intervencoes

medicamentosas

Intervencdo Medicamentosa

Tempo Controle(C)  Sinvastatina(S)  Enalapril(E) Sénggztﬂl?;)e
Inicial 297,5bA 297,2bA 310,0aA 296,5bA
Final 314,0aA 316,0aA 307,9aA 314,8aA

CVMedicamento= 187230/0 CVTemoo = 3,72°/o

D=0,09; x°=0,06; DW = 2,28
*Médias seguidas por letras distintas mintsculas na coluna e maidsculas na linha diferem
entre si pelo Teste de Tukey a 0,05; CV: coeficiente de variagdo; D, )(2 e DW: estatisticas
dos testes Kolmogorov-Smirnov com corre¢do de Lilliefors para normalidade dos residuos,
Bartlett para homogeneidade das varidncias e Durbin-Watson para independéncia dos
residuos, respectivamente; valores em negrito indicam normalidade e independéncia dos
residuos e homogeneidade das varidncias ao nivel de 0,05 de significancia.
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6.2.5 Pesos do coracéo e do ventriculo esquerdo X intervencdo medicamentosa

Nao houve diferenca no peso do ventriculo esquerdo (VE) e do peso total

do coracéo entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 5. Média dos pesos (g) do coracao e do VE dos animais para os

grupos
Intervencao 5 1
Medicamentosa Peso coragéo Peso VE

Controle 1,63a 0,95a
Sinvastatina 1,57a 0,92a
Enalapril 1,52a 0,89a
Sinvastatina e Enalapril 1,48a 0,85a
CV (%) 23,77 15,57

W=0,93 x°=4,02; DW = 1,86

W=0,98; x°=4,23; DW =

1,50

*Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey a
e DW: estatisticas dos testes Shapiro-Wilk para
normalidade dos residuos, Bartlett para homogeneidade das variancias e Durbin-Watson
respectivamente; valores em negrito indicam
normalidade e independéncia dos residuos e homogeneidade das variancias ao nivel de

0,05; CV: coeficiente de variagao; W, x°

para independéncia dos residuos,

0,05 de significancia; ' transformagcao logaritmica.

6.2.6 Medidas do diametro dos cardiomidcitos

A comparacao intergrupos mostrou que nado houve diferenca entre os

grupos C e A assim como entre os grupos E e S, mas quando comparados os

grupos E e S com os grupos A e C, houve diferenga significativa (Tabela 6), ou

seja, aumentou em E e S e diminuiu em C e A.

Tabela 6. Média das medidas do diametro (um) dos cardiomidcitos

Diametro dos Cardiomiécitos

Grupo Média Erro padrao IC 95%
LI LS
Controle 68,271b 2,777 62,527 74,015
Sinvastatina 85,083a 2,405 80,109 90,057
Enalapril 77,469a 2,571 72,151 82,787
Associacao 64,390b 2,777 58.646 70,134

'IC: intervalo de confianca; LI: limite inferior; LS: limite superior.
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7 DISCUSSAO

Considerando-se a importancia da abordagem ampliada na terapéutica
medicamentosa da HA, o presente estudo utilizou a sinvastatina, um agente
redutor do colesterol (VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996; KOROLKOVAS;
FRANCA, 2001; TURNER et al., 2007) mas que apresenta efeitos pleiotrépicos
significativos, inclusive relacionados a reducédo da inflamagédo e incremento da
resposta vasodilatadora (VAUGHAN; MURPHY; BUCKLEY, 1996; WASSMANN
et al., 2001; GIRARDI; RAPOSO; COUTO, 2010), comparando seu efeito isolado
sobre a PA aquele obtido com o enalapril, um hipotensor que inibe a ECA
(KOROLKOVAS; FRANCA, 2001) e aquele derivado da associacdo desses
farmacos.

Um relevante efeito cardiovascular encontrado neste estudo diz respeito a
FC, reduzida nos animais que receberam apenas sinvastatina, acdo comprovada
também na remodelacdo da cromatina no nucleo celular que se apresenta mais
clara.

No limite de nosso conhecimento esta agdo nao foi relatada até o presente
momento (SPOSITO et. al.,, 1999; CUNHA; SALGADO, H. C.; SALGADO, C. O.
M., 2000; TERZOLI et. al.,, 2005; BECK et. al., 2012) e deve merecer futuras
investigagdes. Os relatos sobre a sinvastatina a curto prazo foram apresentados
por Moreira et. al. em 2013 e dizem respeito a uma indugdo da melhora na
variabilidade da pulsagédo, reducdo na modulagdo simpatica do coragdo e dos
vasos do SHR, independentemente de mudancas na pressao arterial. Portanto
esta acao bradicardizante pode estar relacionada a uma eventual modulacédo do
SNA, particularmente vinculado ao efeito das catecolaminas que podem agir tanto
no cronotropismo quanto causar vasodilatacdo e, consequentemente, reduzir a
PA e a pés-carga ao VE (MATSUDA et al., 2008).

Trata-se de amostra de animais SHR, com grupos homogéneos, um
modelo consagrado para experimentacdo com aplicabilidade em humanos. Sendo
que a mensuracao dos valores FC e PAs em um grupo wistar foram registrados
(Tabela 1) e o tratamento estatistico garantiu fidedignidade dos dados apds
concluir que ha interseccao entre os intervalos de confianga. A perda de animais
pode estar relacionada ao grande estresse que esses animais foram submetidos,

aquecimento e contensdo, durante o experimento.
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Por outro lado, o efeito hipotensor da sinvastatina isoladamente
(LENDINGHAM; LAVERTY, 2005; OLTMAN et. al., 2007) ndo ocorreu no modelo
utilizado, contudo potencializou quando em associa¢ao, parecendo indicar que
pode estar ligado aos efeitos no controle autbnomo sobre o coragao adicionados
aos efeitos periféricos vasodilatadores da sinvastatina esperados na
microcirculacdo. Este resultado, no entanto, precisa ser investigado a luz da
analise do padrao de resposta da pressao arterial diastolica (PAd), dependente da
resisténcia vascular sistémica e ndo apenas na pressao sistélica aferida nos
animais.

Em outros estudos, de maneira semelhante ao encontrado no presente
modelo, o enalapril reduziu a PAs quando em monoterapia. Este efeito indica que
0 eixo renina-angiotensina-aldosterona esta ativo e participa da HA dos animais
SHR. Além deste fato, quando o enalapril foi associado a sinvastatina, houve
potencializacdo do efeito hipotensor (RICHER et. al., 1998; SPOSITO et. al.,
1999; BASSO et. al.,, 2003; LENDINGHAM; LAVERTY, 2005; OLTMAN et. al.,
2007). Este é um aspecto intrigante e acrescenta conhecimentos quanto ao
comportamento da HA em animais SHR, podendo estar também relacionado a
reducdo do tbnus simpatico que foi descrito em relacdo ao enalapril e a
sinvastatina (LIM; KOH; LIM, 2014), como ja mencionado. Quanto a um eventual
significado clinico dessa resposta hipotensora amplificada, embora os dados néao
possam ser transpostos para o modelo humano, apesar de que este animal
apresenta uma resposta hipotensora muito fidedigna em relacdo ao humano, deve
ser lembrado que em cerca de 2/3 dos casos de HA, a monoterapia ndo é
suficiente para se atingir as redugdes da PA recomendadas nas Diretrizes de HA
(SBC, 2010), o que indica um potencial terapéutico especial da associagao
enalapril-sinvastatina.

Além destas acdes sobre a FC e PAs, a sinvastatina, isoladamente ou em
associagao com o enalapril, ndo alterou o peso do coracao ou do VE dos animais
mostrando que a hipertrofia cardiaca caracteristica do modelo SHR deve resultar
de outras vias de estimulacao que nao apenas o estresse mecéanico decorrente da
HA, uma vez que houve reducdo da PA na associacdo. Esta constatagdo parece
corroborar resultados estudos prévios (CUNHA; SALGADO, H. C.; SALGADO, C.
0. M., 2000).
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Tanto a sinvastatina quanto o enalaprii em monoterapia produziram
aumento do diametro dos cardiomidcitos produzindo uma fibra muscular cardiaca
mais espessa, ou seja, produzindo hipertrofia dos componentes musculares do
VE, porém com reducdo compensatoria de outros agentes de hipertrofia uma vez
que o peso do coragao e do VE néao foram alterados. Esta constatagdo conduz a
discussdes muito recentes em relacado aos processos autofagicos celulares e, por
consequéncia, ao conceito de qualidade e funcionalidade do proteossoma ao
garantir a homeostase do ambiente interno celular modulando o volume de
proteinas estocadas e nao funcionantes (ZHAO et al., 2015). Embora o aumento
do didmetro dos cardiomidcitos possa ter outra explicacdo que ndao o aumento da
producgéo proteica, este aspecto ndo pode ser esquecido devido a cardioprotecao
conhecida dos farmacos testados neste estudo. Assim, € possivel que o enalapril
e a sinvastatina, quando usados em monoterapia, restaurem a capacidade da
célula em produzir proteinas adequadas ao seu funcionamento, pois, conforme
Ohsumi (2015), todo processo celular € mediado pela sintese e degradacao de
proteinas. Porém, pouco se sabe quanto ao comportamento da sintese e
degradacdo proteica no modelo SHR, o que precisa ser ainda investigado. E
interessante notar que o efeito detectado de aumento do diametro transversal
celular ndo aparece quando ocorre a associacao de sinvastatina e enalapril por
motivos ndo conhecidos.

O aumento de peso corporal ndo foi observado nos animais tratados
apenas com enalapril. Este efeito parece indicar que o ganho ponderal esta
vinculado a ativacao do eixo renina-angiotensina-aldosterona, situacao controlada
pelo IECA utilizado no estudo.

Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos para estudos do
comportamento da pressao arterial e da hipertrofia cardiaca. Diferentes vias
vinculadas ao SRAA, aos mediadores do sistema nervoso auténomo, hormaonios,
sobrecarga pressérica e de volume foram identificados e estdo associados a
hipertrofia cardiaca e sua inibicdo apresenta potencial terapéutico embora muitas
delas estejam ainda apenas parcialmente elucidadas (FERNANDES et. al., 2007).

Muitos estudos indicam que a HA é uma condigdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de PA, apresentando alta
prevaléncia e baixas taxas de controle (SBC, 2010; NASCENTE, 2010). Diante

disso a escolha da melhor intervencao deve ter o controle da HA como objetivo
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primordial, o que reflete na reducdo da morbimortalidade cardiovascular
(KANNEL; D’AGOSTINO; COBB, 1996).

Portanto, sendo a HA um dos principais fatores de risco modificaveis e um
dos mais importantes problemas de saude publica, os anti-hipertensivos devem,
preferencialmente nao apenas reduzir a PA, mas também os eventos
cardiovasculares fatais e ndo-fatais (SBC, 2010). Como os dados populacionais
indicam aumento na prevaléncia da HA, existe necessidade de a¢des dirigidas a
prevencao, como o controle de peso, a pratica de exercicio fisico regular e a
ingestao reduzida de sal e alcool. Assim, a escolha da terapia mais apropriada
para a HA deve basear-se no perfil de risco cardiovascular do paciente e ter, de
preferéncia, uma acao multivariada (KANNEL D’AGOSTINO; COBB, 1996;
WELTHON, 2017).

Assim, os resultados indicam que a sinvastatina tem efeito sinérgico ao do

enalapril no modelo SHR.

7.1 Fatores limitantes ao estudo

Como fator limitante é o método de pletismografia de cauda empregado
que apresenta limitacbes nado tendo sido possivel aferir a PAd, trazendo
dificuldades na interpretacao dos efeitos hipotensores dos farmacos.
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8 CONCLUSOES

O estudo mostrou que a sinvastatina em ratos SHR promove, em
monoterapia, redugdo da FC, mas este efeito é abolido quando o enalapril &€
associado a sinvastatina.

O enalapril em monoterapia reduz a PAs e este efeito hipotensor é
potencializado pela sinvastatina.

A sinvastatina e o enalapril, isoladamente ou em associa¢ao, nao alteram o
peso do coragdo ou do VE. No entanto, ambos isoladamente, permitem o
aumento o diametro transversal dos cardiomidcitos, efeito abolido na associacédo
dos farmacos.

O enalapril foi capaz de impedir o0 aumento de peso corporal, 0 que néo

ocorreu com o uso da sinvastatina isolada ou associadamente.
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ANEXO
Anexo 1 - Termo de responsabilidade da equipe executora

Declaramos que: )

- Temos conhecimento e atestamos o cumprimento das NORMAS ETICAS
adotadas pelo CEUA/UFU.

- Temos conhecimento e atestamos o cumprimento das Normas administrativas
internas a UFU (Resolugcdo 2004) no que tange a utilizagdo de recursos
orcamentarios e extra-orgamentarios, e recebimento de qualquer vantagem
financeira ou material com o presente Protocolo;

- O presente projeto contribui para a area de conhecimento proposta e é relevante
para a saude animal e humana.

- O executor e a equipe executora do presente projeto foram treinados
adequadamente e estdo aptos para desenvolver os procedimentos aqui
descritos.

- Estamos cientes da necessidade de apresentar um novo formulario sempre que
ocorra alteragéo significativa nos procedimentos experimentais aqui descritos.

- Tudo que esta descrito nesse formulario é a absoluta expressdo da verdade.
Estamos cientes que o ndo cumprimento das condigdes aqui especificadas é
de nossa total responsabilidade e que estaremos sujeito as punicoes
previstas na legislagédo em vigor.

- Nos responsabilizamos na conclusdo da pesquisa enviar ao CEUA cépia do
resumo do trabalho bem como comentario escrito sobre a conducédo do

projeto.
22/07/2011
\3 {' .
bt Jbyderce.
: U o J
Prof® Dr? Elmiro Santos Resende Prof? Dr?2 Maria Angélica Oliveira
Pesquisador principal-Orientador Mendonca

Pesquisador 1 - Co-orientadora

Farmaceéutica Marcia Rejane Sordi Bortolini
Pesquisador 2 — Mestranda Ciéncias da Saade FAMED/UFU
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Prof® Dr° Ben Hur Braga Taliberti
Diretor da Faculdade de Medicina
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Anexo 2 - Autorizacao do CBEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
} CENTRO DE BIOTERISMO E EXPERIMENTACAO ANIMAL/CBEA

Uberlandia. 24 de outubro de 2011
Prezados Membros do Comité de Etica em Utilizacdo de Animais

Autorizo que o projeto de pesquisa intitulado: EFEITOS DO ENALAPRIL E
SINVASTATINA NA PRESSAO ARTERIAL E HIPERTROFIA VENTRICULAR
ESQUERDA EM RATOS SHR, cuja equipe executora é composta pelos seguintes
membros: Prof¢ Dr? Elmiro Resende dos Santos (orientador), Prof? Dr? Maria
Angélica Oliveira Mendonga (Co-orientadora) e Marcia Rejane Sordi Bortolini
(aluna do Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias da Saude, nivel Mestrado
Profissional) receba os ratos da linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive
Rats) para o desenvolvimento de experimentos animais em Linha de Pesquisa de
Remodelacdo Cardiaca e utilize o espaco fisico do Centro de Bioterismo e
Experimentagdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
para sua execucao, no periodo de dezembro de 2011 a margo de 2013

Atenciosamente,

Naton ( s bs 22N A Y 2T
¢. laisa Carryo de Oliverra

Presidente do Conselho do CBEA/UFI
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Anexo 3 — Declaracao de autorizacao do Laboratério de Registro de
Atividades Biolégicas da Area de Ciéncias Fisiolégicas do Instituto de
Ciéncias biomédicas da UFU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
) INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

AREA DE CIENCIAS FISIOLOGICAS

Declaracao

Declaramos para os de devidos fins que MARCIA REJANE SORDI
BORTOLINI, CPF 910791286-20, RG/MG 7939557, CRF/MG 22629, graduada
em Farmacia pelo Centro Universitario do Tridngulo, mestranda do Programa de
P6s-graduacédo em Ciéncias da Saude, nivel Mestrado Profissional sob orientagéo
do Prof? Dr? Elmiro Santos Resende com apoio e orientagdo da Prof? Dr? Maria
Angélica Oliveira Mendonga esta autorizada realizar a parte do experimento
relativa ao tratamento medicamentoso, a cirurgia e a coleta de dados para o
desenvolvimento de sua pesquisa no Laboratério de Registro de Atividades
Biologicas da Area de Ciéncias Fisiolégicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), localizado na Av. Maranhéo, bloco
2A, sala 142, Bairro Umuarama, CEP: 38405-320, no periodo de 01/09/2011 até
28/02/2013, em colaboragcdo com a Prof? Dr? Patricia Fidelis de Oliveira € com o
Prof® Dr® José Antonio Galo.

Prof® Dr* Patricia Fidelis de Oliveira

Coordenadora da Area de Ciéncias Fisiologicas

Uberlandia, 15 de julho de 2011
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Anexo 4 — Declaracao de autorizacdo do Laboratério da Disciplina de
Histologia do Departamento de Morfologia da UFU

Universidade Federal de Uberlandia
) Instituto de Ciéncias Biomédicas

Laboratério de Histologia

Declaracao

Declaramos para os de devidos fins que MARCIA REJANE SORDI
BORTOLINI, CPF 910791286-20, RG/MG 7939557, CRF/MG 22629, graduada
em Farmacia pelo Centro Universitario do Tridngulo, mestranda do Programa de
Pés-graduacao em Ciéncias da Saude, nivel Mestrado Profissional sob orientagcéo
do Prof? Dr? Elmiro Santos Resende com apoio e orientagdo da Prof? Dr? Maria
Angélica Oliveira Mendongca estd4 autorizada a desenvolver a parte relativa a
histologia de seu projeto de pesquisa no Laboratério da Disciplina de Histologia
do Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)
localizado na Av. Para, n® 1720, bloco 2B, sala 244 — Bairro Umuarama, CEP:
38405-320, no periodo de 01/03/2011 até 28/02/2013, sob supervisdo do
Professor Dr. Marcelo Emilio Beletti.

Prof. Dr. Marcelo Emilio Beletti.

Uberlandia, 4 de marco de 2011
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Anexo 5 - Planilha dos registros de FC e PAs dos grupos Wistar,C,S,Ee A

GRUPO WISTAR

FC PAs
A1 67.586 140.203
150.338 142.875
368.100 123.188
337.846 106.688
106.603 102.422
318.755 116.344
A2 461.253 136.125
165.250 118.594
143.936 148.219
493.026 155.156
393.862 144.984
399.734 140.438
A3 364.373 127.969
322.754 132.750
351.383 125.297
361.446 126.234
145.923 129.469
457.851 143.391
A4 292.107 115.781
148.455 111.422
326.977 113.625
342.550 118.719
319.142 130.031
353.456 107.250
Ti: tempo inicial, A1: animal 1, A2: animal 2,
A3: animal 3, A4: animal 4, FC: frequéncia

cardiaca, PAs: pressao arterial sistélica.

GRUPO C
Ti Tf

FC PAs FC PAs
A1 405,868 279,281 544,609 250,141
437,426 244,219 255,755 266,813
398 280,125 325,35 242,25
463,307 257,813 576,975 261,234
527,022 280,125 577,823 270,844
417 277,547 538,13 258,469
A2 388,938 238,969 476,447 239,109
298,014 218,672 503,588 274,453
361.08 192.60 463,9023 | 210,609
349.51 249.19 418,219 252,844
306,749 201,703 585,552 272,719
206,897 262,594 430,629 241,734
A3 365,85 273,984 363,636 248,484
254,057 270,656 461,84 258,141
433,193 188,25 387,1 281,109
415,213 191,016 414,554 254,859
430.89 206.25 454,55 276,188
543.98 206.68 594,041 281,766
A4 486.81 176.81 590,141 275,016




212,715 220,547 556,424 280,453

416.67 177.24 418,149 238,078

359,281 257,203 248.786 280,359

268.35 183.14 236,218 266,859

277,456 275,25 304,311 260,766

A5 244,401 178,078 245,234 282,516

397,568 182,016 285,035 285,328

205,946 197,391 370,753 272,109

304,441 234,938 334,884 283,969

505,907 190,125 258,433 280,969

461,178 198,422 333,473 274,359

A6 427,552 228,609 394,736 281,109

352,929 254,859 231,369 275,203

350,696 233,5 324,326 273,094

479,232 271,266 453,967 270,75

394,234 203,484 521,744 268,359

289,885 216,891 414,526 238,406

Grupo C: grupo controle, Ti: tempo inicial, Tf: tempo final, A1: animal 1, A2:
animal 2, A3: animal 3, A4: animal 4, A5: animal 5 e A6: animal 6, FC:
frequéncia cardiaca, PAs: pressao arterial sistdlica.

GRUPO S
Ti Tf
FC PAs FC PAs
A1 483,294 237,234 397,351 249,563
312,769 207,422 324,352 273,141
349,856 213,656 200,596 270

236,514 222,656 441,195 264,234

400,44 206,156 350,567 267,328

343.9 211.6 337,71 254,297

A2 443,353 228,563 360,007 270,703

265,674 193,875 365,629 255,844

328,767 221,813 433,505 262,406

484,261 255,891 361,084 273,047

283,91 218,484 354,329 269,438

266,666 198,938 225,993 273,938

A3 519,039 265,266 274,81 262,641

559,893 261,281 477,458 268,453

393,715 275,297 502,09 253,594

210,033 254,016 428,567 274,359

420,806 227,297 236,998 277,359

579,255 233,297 209,43 281,953

A4 361,446 212,953 239,139 231,422

283,248 225,047 238,096 255,844

357,715 201,891 300,487 253,359

243,968 191,484 226,918 251,906

332,717 221,578 335,822 204,234

452,716 285,375 398,004 266,297

A5 280,589 255,891 367,801 252,844

437,203 232,219 310,886 255,234

367,722 251,813 411,674 221,063

382,156 247,313 377,595 228,563

392,588 263,016 279,067 237,844

491,141 236,109 440,632 229,453

A6 544,548 213,469 272,522 249,844

410,955 204,563 432,173 260,297

368,777 206,719 239,504 260,719




443,899 217,453 256,848 260,438

402,683 221,016 355,374 243,516

246,75 222,422 217,024 231,75

A7 384,615 212,297 259,457 268,359
582,534 231,609 260,022 263,766

572,153 231,797 387,515 262,031

567,007 214,875 308,857 272,859

506,334 256,641 487,8 278,578

582,519 226,172 517,245 271,969

A8 455,392 254,625 433,208 270,094
221.947 225.094 530,189 257,719

330 219 212,314 268,266

540.548 226.313 275,852 275,672

432.587 220.313 225,98 277,078

476.819 219.469 272,109 274,828

Grupo S: grupo sinvastatina, Ti: tempo inicial, Tf: tempo final, A1: animal 1,
A2: animal 2, A3: animal 3, A4: animal 4, A5: animal 5, A6: animal 6, A7:
animal 7, A8: animal 8, FC: frequéncia cardiaca, PAs: pressao arterial
sistdlica.

GRUPO E

FC PAs FC PAs
A1 518 190,266 476,571 271,828
353 229,219 251,832 294,281
466,227 193,406 232,113 272,766
364,742 206,953 200 280,922
435,623 196,078 400,902 251,156
394,519 213,141 339,627 279,188
A2 353.631 195,313 234,288 282,703
262,786 183,844 442,798 170,953
276,709 185,391 460,947 168,422
429,887 173,813 437,952 218,484
276,285 194,859 432,267 183,328
261,056 175,313 395,17 195,609
A3 328,167 230,203 372,674 263,297
481,934 222,188 358,298 185,609
388,791 270,516 391,526 168,094
490,792 273,516 325,201 198,75
438,271 278,578 422,524 149,391
480 261,703 436,72 171,891
A4 455,178 216,75 351,906 178,359
547,449 246,563 276,714 137,438

449,837 252,984 279,284 135
422,288 251,953 621,758 136,313
566,015 192,609 253,83 125,578
571,424 252,656 385,446 142,172
A5 525,544 223,125 372,283 172,172
394,516 222,703 420,085 217,266
397,98 237,656 504,221 186,703
346,324 235,078 495,857 179,672
515,013 231,984 350,836 196,172
499,743 254,672 461,529 201,891
A6 419,092 205,219 482,904 219,516
387,413 280,688 260,404 273,609
499,992 200,766 221,424 223,594
220,374 207,891 235,2 279,281




346,616 207,844 203,702 234,609
271,288 249 404,949 239,953
A7 525,392 283,266 281,581 284,156
320 270,75 362,892 217,781
314,409 287,109 482,838 214,547
542,278 271,734 454538 231,328
307,694 249,188 205,303 233,813
541,345 270,516 382,569 2445

Grupo E: grupo enalapril, Ti: tempo inicial, Tf: tempo final, A1: animal 1, A2:
animal 2, A3: animal 3, A4: animal 4, A5: animal 5, A6: animal 6, A7: animal
7, FC: frequéncia cardiaca, PAs: pressao arterial sist6lica.

GRUPO A
Ti Tf
FC PAs FC PAs

A1 354,818 240,141 | 342,857 270,375
354,818 240,141 374,223 233,203

382,172 237,844 486,491 255,422

421,051 237,75 325,35 242,25

499,308 275,344 230,112 234,703

308,882 265,313 538,13 258,469

A2 264,608 263,813 418,098 216,469
256,794 247,781 444,463 209,906

329,01 271,688 441,713 207,703

359,992 296,859 322,721 241,125

446,797 293,766 346,823 258,75

425,031 284,531 285,714 284,344

A3 452,265 228,516 362,902 177,141
507,325 245,719 455,926 159,703

412,9 218,953 217,455 179,531

368,105 218,906 242,033 185,906

428,788 276,328 244,257 264,469

465,114 274,078 244,257 264,188

A4 399,561 248,531 338,985 220,406
480,011 228,938 394,752 217,734

456,158 257,109 353,289 211,688

402,449 234,75 436,849 216,375

455,115 224,156 357,142 202,219

487,15 223,031 333,643 205,547

A5 489,874 205,172 513,551 207,125
403,355 243,328 573,064 173,766

432,432 229,922 483,871 149,484

534,921 215,297 320,002 261,469

405,402 234,328 485,425 265,453

250,976 232,219 547,936 196,078

A6 499,33 200,156 442,823 188,766
478,103 207,656 428,063 187,125

501,393 277,5 388,374 185,156

530,981 255,469 392,167 199,313

513,553 268,5 426,822 261,938

573,265 230,625 432,62 205,875

Grupo A: grupo associagao, Ti: tempo inicial, Tf: tempo final, A1: animal 1,
A2: animal 2, A3: animal 3, A4: animal 4, A5: animal 5, A6: animal 6, FC:
frequéncia cardiaca, PAs: pressao arterial sistdlica.
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Anexo 6 — Protocolo de Coloracao em H.E. (Hematoxilina e Eosina)

Passo I: Inclusao do material em parafina
e Fixar o material em formol

e Cortar o musculo cardiaco e colocar em K7
e Material disponivel em alcool a 70% por 30 min
e Alcool 85% por 30 min

e Alcool 95% por 30 min

e Alcool absoluto | por 30 min

e Alcool absoluto Il por 30 min

e Alcool absoluto IIl por 30 min

e Retirar o excesso de élcool em papel toalha
e Xilol I por 30 min

e Xilol Il por 30 min

e Xilol Il por 30 min

e Retirar 0 excesso em papel toalha

e Parafina |

e Parafina ll

e Parafina lll

e Inclusdo em bloco de parafina

e Cortar o bloco em micrétomo 5um, realizar dois cortes em cada lamina

Passo ll: Hidratar (desparafinizar)-preparacao para coloracao de HE

e Xilol 1l 15 minutos

e Xilol Il 15 minutos

e Xilol I 15 minutos

e Secar 0 excesso de xilol com papel toalha
e Alcool absoluto Il 1 minuto

e Alcool absoluto Il 1 minuto

e Alcool absoluto | 1 minuto

e Alcool 95% 1 minuto

e Alcool 85% 1 minuto



o Alcool 70% 1 minuto

 Agua corrente por 20 minutos

o Agua destilada por 05 minutos

e Corar com hematoxilina de harris por de 30" a 1°,30”
 Agua corrente por 20 minutos

o Agua destilada por 05 minutos

e Corar com eosina / floxina de 1°,30” a 2’

 Agua corrente para tirar o excesso da eosina

o Agua destilada por 04 segundos

Passo lll: Desidratar (Diafanizar)

e Alcool 70% por 1 minuto

e Alcool 85% por 1 minuto

e Alcool 95% por 1 minuto

e Alcool absoluto | por 1 minuto

e Alcool absoluto Il por 1 minuto

e Alcool absoluto Ill por 1 minuto

e Retirar o excesso de alcool em papel toalha
e Xilol I por 10 minutos

e Xilol Il por 10 minutos

e Xilol Il por 10 minutos

e Montar a laminula com Entelan, e colocar na estufa para secar.
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