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RESUMO

Introducgao: O infarto agudo do miocardio (IAM) € uma das principais causas de ébitos
em mulheres na pds-menopausa. Ha uma relagdo direta entre reducao de estrogenos,
dislipidemia, inflamacg&o cronica de baixa intensidade, desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares, e pior remodelamento cardiaco apés IAM em mulheres. As estatinas,
reduzem eventos cardiovasculares a longo prazo. Alguns tipos de estatinas, como a
rosuvastatina, apresentam efeitos pleiotropicos, e podem melhorar o balanco
autondmico e reduzir o processo inflamatoério vascular e sistémico, em especial no sexo
masculino. Existem escassas informacdes sobre os efeitos pleiotropicos das estatinas
na modulacido autonémica e no remodelamento cardiaco apés o IAM em ratas privadas
ou nado de estrogenos. Objetivos: Avaliar os efeitos da Rosuvastatina sobre o balango
simpato-vagal e alteragdes morfo-funcionais do coragdo apdés IAM em ratas
ooforectomizadas. Métodos: Fémeas da espécie Rattus norvegicus da linhagem
Wistar, de 8-10 semanas de idade, foram divididas aleatoriamente em 4 quatro grupos:
intactas, intactas e infartadas, ooforectomizadas, e ooforectomizadas e infartadas.
Cada grupo foi subdividido em outros dois: placebo e tratado com rosuvastatina. A
ooforectomia bilateral foi realizada por retirada direta dos ovarios apds incisdo
abdominal (dia 1 do protocolo); o IAM foi obtido pela ligadura direta da artéria coronaria
esquerda, apo6s toracotomia (dia 7); a rosuvastatina foi administrada na dose de 0,15
mg/Kg/dia, por 30 dias, administrada por gavagem 1x dia, iniciada 48hs antes do IAM
(dia 5). A canulagao da artéria femoral foi realizada (dia 34) para registrar as curvas de
pressao arterial (dia 35), e posterior analise das variaveis autonémicas (sensibilidade
baroreflexa, variabilidade da frequéncia cardiaca e pressao arterial) e o estudo
ecocardiografico para obtencao de parametros morfofuncionais do coracao (dia 35).
Analise estatistica: analisamos o efeito da rosuvastatina em trés condi¢des: em ratas
com estrébgenos normais (intactas); ratas com redugdo de estroégeno
(ooforectomizadas), e mimetizando um ciclo de vida. A normalidade dos dados foi
testada com o teste Shapiro Wilk. Para comparacéao entre os grupos foi utilizado o este
de ANOVA de medidas repetidas, seguido pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados
foram apresentados como média e desvio padrao; as diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes quando o valor de p<0,05. Resultados: Os dados
obtidos na analise da condicdo de estrogeno reduzido (fémeas ooforectomizadas)
demonstrou a modulagao autonémica através da reducao dos parametros basais como
a pressao arterial sistdlica (PAS) e pressao arterial média (PAM). Além disso, pudemos
inferir melhora na sensibilidade barorreflexa, restaurando os efeitos deletérios ao
controle reflexo cardiovascular pos infarto. O IAM causou, como esperado, aumento
do ventriculo esquerdo e redugao da sua funcéao sistolica. A analise da condicdo de
estrégeno normal (intactas) e estrégeno reduzido (ooforectomizadas) evidenciou que
o tratamento com rosuvastatina em fémeas com ou sem IAM ndo modificou os
parametros morfofuncionais do coragdo. Conclusao: O presente estudo nos permite
concluir que os efeitos do tratamento com Rosuvastatina consegue modular
parametros basais como a PAS e PAM em ratas ooforectomizadas e infartadas,
melhorar a sensibilidade barorrefelexa, porém nao melhora as fungdes morfo-
funcionais do coracdo apds IAM em ratas ooforectomizadas.



Descritores: Infarto agudo do miocardio. Inflamagdo. Remodelamento cardiaco.
Rosuvastatina. Fémeas.



ABSTRACT

Introduction: Acute myocardial infarction (AMI) is one of the main causes of death in
postmenopausal women. There is a direct relationship between estrogen reduction,
dyslipidemia, low-intensity chronic inflammation, development of cardiovascular
disease, and worse cardiac remodeling after AMI in women. Statins reduce long-term
cardiovascular events. Some types of statins, such as rosuvastatin, have pleiotropic
effects and can improve autonomic balance and reduce the vascular and systemic
inflammatory process, especially in males. There is little information about the
pleiotropic effects of statins on autonomic modulation and cardiac remodeling after AMI
in estrogen-deprived or non-estrogenic female rats. Objectives: To evaluate the effects
of Rosuvastatin on the sympathovagal balance and morphofunctional changes of the
heart after AMI in ovariectomized rats. Methods: Female Rattus norvegicus of the
Wistar lineage, 8-10 weeks old, were randomly divided into four groups: intact, intact
and infarcted, ovariectomized, and ovariectomized and infarcted. Each group was
subdivided into two others: placebo and treated with rosuvastatin. Bilateral
oophorectomy was performed by direct removal of the ovaries after an abdominal
incision (day 1 of the protocol); AMI was obtained by direct ligation of the left coronary
artery, after thoracotomy (day 7); rosuvastatin was administered at a dose of 0.15
mg/kg/day, for 30 days, administered by gavage 1x day, started 48 hours before the
AMI (day 5). Cannulation of the femoral artery was performed (day 34) to record blood
pressure curves (day 35), and subsequent analysis of autonomic variables (baroreflex
sensitivity, heart rate variability and blood pressure) and echocardiographic study to
obtain morphofunctional parameters of the heart (day 35). Statistical analysis: we
analyzed the effect of rosuvastatin under three conditions: in female rats with normal
(intact) estrogens; rats with reduced estrogen (ovariectomized), and mimicking a life
cycle. Data normality was tested with the Shapiro Wilk test. For comparison between
groups, the east of repeated measures ANOVA was used, followed by Tukey's post hoc
test. Results: were presented as mean and standard deviation; differences were
considered statistically significant when p<0.05. Results: The data obtained in the
analysis of the reduced estrogen condition (ovariectomized females) demonstrated the
autonomic modulation through the reduction of baseline parameters such as systolic
blood pressure (SBP) and mean arterial pressure (MAP). In addition, we were able to
infer an improvement in baroreflex sensitivity, restoring the deleterious effects to
cardiovascular reflex control after infarction. As expected, AMI caused an enlargement
of the left ventricle and a reduction in its systolic function. The analysis of the condition
of normal estrogen (intact) and reduced estrogen (ovariectomized) showed that
treatment with rosuvastatin in females with or without AMI did not modify the
morphofunctional parameters of the heart. Conclusion: The present study allows us to
conclude that the effects of treatment with Rosuvastatin can modulate basal parameters
such as SBP and MBP in ovariectomized and infarcted rats, improve baroreflex
sensitivity, but it does not improve the morphofunctional functions of the heart after AMI
in ovariectomized rats .

Keywords: Acute myocardial infarction. Inflammation. Cardiac remodeling.
Rosuvastatin. Females.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Doenga Cardiovascular e Inflamagao

As doencas cardiovasculares (DCV) sao as principais causas de morbimortalidade no
Brasil e no mundo. O Infarto Agudo do Miocéardio (IAM) e o Acidente Vascular
Cerebral sdo as principais causas de 6bito de mulheres ap6s a menopausa, em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento.® O IAM, quando néo fatal, tem relagdo direta
com o desenvolvimento de disfungdo cardiaca e desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca, acarretando significativa incapacidade funcional, com alto impacto social e

grande carga econdmica. 4

A DCV decorre na maior parte dos casos, da presenca da aterosclerose, uma doencga
sistémica, de origem multifatorial, que tem como substrato fisiopatoldgico um processo
inflamatorio vascular e sistémico, cronico e de baixa intensidade. 6 O processo de
aterosclerose se inicia com a agressao das células do endotélio por diferentes fatores
de risco, e como consequéncia se instala a denominada “disfuncdo endotelial”. O
endotélio € composto por uma unica camada celular que reveste o interior de todos os
vasos sanguineos e as camaras do coragdo (endocardio). As células endoteliais
atuam ndo somente na manutencao da saude dos vasos, mas também interferem em
elementos circulantes do sangue. O endotélio produz substancias que causam
constricdo ou dilatacdo dos vasos e que também regulam sinais intracelulares
relacionados a proliferacdo celular, a adesividade celular e a permeabilidade dos
vasos, além de interferir com elementos circulantes (leucdcitos, plaquetas) e com
fatores que participam da cascata de coagulagdo.”- 8 Na disfungdo endotelial ocorre
alteracao a permeabilidade vascular, facilitando o acumulo de LHD oxidado, a adesao
de leucdcitos e ativagdo de macréfagos e linfécitos locais, com producdo de células
espumosas e tecido o fibroso local, cuiminando com formagao de placas que obstruem
progressivamente o fluxo de sangue; o rompimento dessas placas, expde material que
ativam plaquetas, culminando com estimulagédo de trombose intravascular, que acaba
por interromper totalmente o fluxo. Assim, a presenca de placas em diferentes estagios
de evolugdo podem se traduzir nas diferentes sindromes coronarianas, cronicas ou
agudas, incluindo o infarto agudo do miocardio. & 8 9 A inflamagdo nos vasos,
vasculite, € o mecanismo mantenedor desse processo. As citocinas presentes no

processo inflamatério sdo proteinas capazes de modular a resposta imune do
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organismo, atuando diretamente em células dendriticas, macrofagos e linfécitos.
Dentre elas encontram-se as citocinas IL-1, IL-6,e o fator de TNF-a consideradas
préinflamatdrias, pois amplificam a resposta inflamagdo. Existem também citocinas
com caracteristicas anti-inflamatérias, como a IL-10, que inibem a resposta
inflamatoria.(® Alguns fatores de risco cardiovascular comuns contribuem para a
producao da inflamagéo crénica como dieta rica em gordura saturada, tabagismo,
hipertensao, hiperglicemia ou resisténcia a insulina, obesidade e estresse. &6 Uma
dieta rica em gordura a longo prazo pode causar resisténcia a insulina @), condigao
que se associa a mudangas na regulacdo da presséo arterial, no metabolismo da
gordura, contribuindo para o aumento da sintese de citocinas pro-inflamatérias e
ativacdo de uma resposta inflamatério subclinica, que caracteriza a denominada
Sindrome Metabdlica. ? 1% ") Qutros fatores que contribuem para a disfungdo
endotelial e para o desenvolvimento da DCV incluem tabagismo, falta de exercicio
fisico, o consumo excessivo de alcool, e alteragbes cronicas de humor — estados
depressivos e de ansiedade. 4 5 Estudos sugerem que a inflamagado atua como uma
via biolégica comum, que associa a depressdo ao maior risco cardio-metabdlico. ¢ 12
13,14) Na presenca de um estado cronico de estresse existem as respostas adaptativas
que sao mediadas eixos do sistema nervoso, como ativagdo do eixo Hipotalamo
Pituitario Adrenal (HPA) e aumento da modulagdo do sistema nervoso simpatico
(SNA), ambos atuando em processos metabdlicos e modulando a resposta
inflamatdria. ('®) De forma significativa, o periodo pds menopausa, ¢ considerado
importante fator de risco CV para mulheres. Quando ocorre redugédo intensa dos niveis
de estrégeno circulante, podem ocorrer varios sintomas de supressdao desse
hormonio, bem como aumento de valores da pressao arterial, alteragdes metabdlicas

e inflamatérias, e frequentemente disturbios do humor.

1.2 Remodelamento cardiaco apés IAM

O IAM é a manifestagdo mais grave da doenca arterial coronariana. Durante a lesao
isquémica cardiaca o coracgao sofre diversas alteragcdes como a resposta inflamatéria
e a morte de cardiomiocitos, que resultam na remodelagdo cardiaca do ventriculo

esquerdo e causam alteragdes estruturais e funcionais. (16.17)
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O infarto agudo do miocardio causa uma inflamagao estéril, caracterizada pela
ativagao do sistema imune inato e adaptativo, com recrutamento de células do sistema
imune para a area de miocardio lesado. ('®) O processo de reparo se inicia logo apds
a agressé&o isquémica, ocorre de uma forma orquestrada, e perdura durante dias.(®
A resposta inflamatoria aguda se inicia pela ativagdo da resposta imune inata. A lesédo
celular provocada nao apenas por infecgao, como também por isquemia e outros tipos
danos, leva a formacdo de DAMPs (padrées moleculares associados ao dano), (1920
21) que se ligam aos receptores do tipo Toll-like (TLR) 22 que estéo localizados na
superficie celular e nas membranas intracelulares de células apresentadoras de
antigenos, células parenquimais, cardiomiocitos e células endoteliais. Os TLR sao
capazes de reconhecer os DAMPs sendo, portanto, uma das primeiras vias de
ativagao do processo inflamatdrio. 23 Os receptores do tipo NOD (receptor de dominio
de oligomerizagdo de ligagdo de nucleotideos) uma familia de diversas proteinas
citosolicas que também sao capazes de reconhecer os DAMPs e recrutam outras
proteinas para formar complexos de sinalizagdo chamados inflamossomas que geram
formas ativas das citocinas inflamatérias IL-1 e IL-18. 2%

25)

As principais células envolvidas na fase aguda do IAM, sao os neutréfilos e mondcitos
(que tém atividade fagocitica). Logo ap6s a injuria isquémica, os neutrofilos aumentam
imediatamente, com um pico no 3° dia apds o IAM. O recrutamento de macréfagos
circulantes para as areas lesadas ocorre através da sinalizagao pelo fator MCP-
1(CCL2) produzido pelos neutrdfilos, e ocorre progressivamente ao longo da primeira
semana apos o IAM. Os macrofagos apresentam diferentes caracteristicas funcionais,
e sdo classificados em M1 e M2.(18)

Os macroéfagos tipo M1 expressam o marcador de superficie CD68+,
predominam no miocardio do 1° ao 3° dia e exibiram altos niveis de mediadores
proinflamatérios. As trés principais citocinas pro-inflamatérias produzidas pelos M1
sao TNF-q, IL-1 e IL-6. Ja os macroéfagos tipo M2 apresentam o marcador de superficie
CD201+, estao presentes mais tardiamente no miocardio, com pico em torno do 5° dia
e possuem um perfil anti-inflamatério com expressao de niveis elevados de IL-10 e
demais citocinas anti-inflamatérias. (1®)

Além dos macrofagos, outras células imunes também produzem citocinas
préinflamatdrias (TNF-a - linfocitos Th1; IL-1 - células endoteliais, neutrdfilos, células

epiteliais; IL-1 — linfécitos T). O TNF-a atua na ativagdo das células endoteliais e
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neutréfilos e induz apoptose em alguns tipos celulares. A IL-1 ativa as células
endoteliais, estimula a sintese de proteinas de fase aguda pelo figado e a
diferenciagao de células T em Th17. A IL-6 também promove a sintese de fase aguda
pelo figado e diferenciagdo de células T em Th17. (*® Tanto o TNF-a quanto o IL-1
induz células endoteliais venulares pos-capilares a expressar E-selectina e aumentar
sua expressao de ICAM-1 e VCAM -1, os ligantes para as integrinas dos leucécitos.
Eles também estimulam varias células a secretar quimiocinas, tais como CXCL1 e
CCL 2, que se ligam a receptores nos neutréfilos e mondcitos, respectivamente,
aumentando a afinidade das integrinas de leucocitos por seus ligantes e estimulam o
movimento direcional dos leucdcitos. (1°) A IL-10 tem um papel de retroalimentacgao
negativa, pois tem um papel inibitério sobre os proprios macréfagos e células
dendriticas, com a inibigdo de IL-1, IL-12 e fator de necrose tumoral (TNF)-a.(2®)

No processo inflamatério apés o IAM também ativa a resposta imune adaptativa.
Ocorre proliferagao e a diferenciacao dos linfécitos T (imunidade celular), bem como
podem ativacao de linfocitos B para a produg¢ao de anticorpos (imunidade humoral).
Os linfécitos T sao classificados de acordo com a sua ativagao ou ndo, com a presenga
de complexos protéicos na membrana, e com caracteristicas funcionais (ex.T imaturos
ou naiive, natural killers, células efetoras CD4+ e CD8+).("® Qs linfécitos T CD4+
participam ativamente da resposta inflamatéria apés IAM. Ha quatro subgrupos de
linfocitos T CD4+: Th1, Th2, Th17 e Treg, e cada um apresenta fungdes especificas e
produz determinados tipos de citocinas, que podem ser identificadas por meio da
expressao de seus fatores de transcricao. Apés o IAM, os linfocitos Th1 e os linfocitos
T regulatérios (Tregs) foram os subconjuntos encontrados predominantemente,
enquanto as células Th2 e Th17 compreenderam populagdes menores. (18 Células T
CD4+ imaturas sao estimuladas para se diferenciarem em células efetoras tipo Th1
(27) por agdo de citocinas pro-inflamatorias, como as interleucinas IL1, 11-6, IL-12. As
células Th1 produzem citocinas pro-inflamatérias como interferon (IFN) y, TNF-a, e
sao efetivas na indugao da resposta imune celular a levando a ativagao de macrofagos
M1, ampliando a inflamagéao. Os linfocitos Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estao
prioritariamente envolvidos em processos alérgicos, na estimulagao dos linfocitos B
para a producao de anticorpos e também suprimem a inflamacdo Th1-dependente.®
A deficiéncia de IL-13 deficiéncia no IAM em modelos animais parece estar associada
com dificuldade de cicatrizacdo e piora do remodelamento cardiaco. 2 A
diferenciacao de linfécitos para o tipo Th17 ocorre por estimulagcado de interleucinas
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IL-1, IL-6 e IL-23.G3% As células Th17 produzem IL-17, IL-21 e IL-22, que recrutam
leucdcitos, e induzem mais inflamacao. (30)

A IL-17 esta envolvida no processo de dano e cicatrizagao do tecido miocardico apos
o IM, agravando o remodelamento precoce e tardio.(2 33 Ja os linfocitos T CD4+
regulatoérios (Tregs) tem como fungao suprimir as respostas imunoldgicas. Os linfocitos
Treg produzem IL-10 e TGF-3, e sua diferenciagdo é estimulada pela IL-2 e pelo
préprio TGF-B. (34,35 36) Eles expressam altos niveis do receptor de IL-2 (CD25) e tem

o fator de transcricado FoxP3 que é fundamental para o desempenho do seu papel. (37,
36)

O TGF-B assim como a IL-2 sdo necessarios para a diferenciacdo dessas células. A
IL-10 inibe a producéao de varias citocinas inflamatdrias pelos préprios macréfagos e
células dendriticas, incluindo IL-1, TNF e IL-12. Apds o IAM a IL-10 é capaz de diminuir
o remodelamento cardiaco por estimular também a polarizagdo de macréfagos para o
tipo M2 ©8) (Figura 1).
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Figura 1- A fase reparadora antiinflamatéria apds infarto agudo do miocardio. Seguindo a resposta
proinflamatéria do IAM, a fase antiinflamatéria reparadora permite a resolugéo da inflamagéo. (1) Foi
relatado que a medula 6ssea e os mondécitos circulantes se diferenciam em células dendriticas que
impedem a remodelagdo do VE pela ativagdo do exossomo de leucocitos CD4 +. (2) A expressao de
PS de neutréfilos apoptoticos induz a polarizagdo do macréfago M2 e a secregdo de citocinas
antiinflamatoérias e proé-fibréticas, como IL-10 e TGF-B, que suprimem a inflamagao e promovem o
reparo tecidual. (3) Uma mudanca de mondcitos Ly6Chi pré-inflamatérios e macréfagos M1 localizados
na zona de Ml em resposta ao aumento da expressdo miocardica de CCL-2 / MCP-1 durante a fase
pré-inflamatdria inicial para mondcitos Ly6Clow anti-inflamatérios e macréfagos M2, possivelmente
mediado por Nr4a1 e no caso de macrofagos mediados por IRF5. (39)

Se o processo inflamatério € exacerbado, pode ocorrer muita disfuncédo ventricular,
predispondo o paciente a eventos cardiacos graves, como ocorréncia de insuficiéncia

cardiaca, reinfarto, arritmias e morte subita. 4"

Esse processo inflamatoério pode ser modulado, no sentido de reduzir a inflamacéao e
melhorar o remodelamento cardiaco apds o IAM.
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Figura 2 - Natureza bifasica do reparo cardiaco apds infarto do miocardio (IM). Logo apés o IM, a leséo
tecidual e a necrose iniciam a fase inflamatéria, que consiste em inflamagéo estéril intensa e no
recrutamento dindmico de varios subtipos de células imunes, incluindo neutréfilos, monécitos /
macréfagos, células dendriticas e linfocitos. Apds 4 dias em modelos murinos, isso faz a transigdo para
uma fase reparativa e proliferativa, com mudanga da polaridade da célula imune em diregdo a
imunomodulacao e resolucéo, proliferacdo de miofibroblastos, deposicao de colageno e formacéo de
cicatriz e neovascularizacao, resultando assim na cicatrizagdo de feridas. Ativacdo neuro-hormonal e
estresse mecanico séo outros fatores que influenciam esse processo de cura. ROS, espécies reativas
de oxigénio. 40

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram que a administragdo de um farmaco
anticolinesterasico (piridostigmina) que aumenta a atividade vagal para o coragao é
capaz de mudar as caracteristicas das células imunes na area isquémica, na fase
aguda do IAM em ratos machos (3-7 dias apds oclusdo da coronaria esquerda). Ratos
que receberam a piridostigmina tiveram menor concentracdo de macréfagos
inflamatdrios e maior concentragdo de macrofagos anti-inflamataérios e linfocitos Treg
(FOXP3+). Associado a isso, ocorreu redugdo da producdo de citocinas pro-
inflamatérias e melhora do estresse oxidativo cardiaco. Esse perfil mais
antiinflamatoério associou-se a melhora da funcédo diastélica do VE impacto no

remodelamento. Ainda, em ratos hipertensos (SHR) demonstramos que a estimulagao



25

colinérgica por meio da administragdo de piridostigmina apos IAM, ndo somente

melhora a inflamagao no coragao, como também reduz a produgao de TNF no bago

desses animais. (42, 43, 44)

1.3 Doenca Cardiovasculares nas mulheres

Estudos epidemioldgicos demonstram que ha menor incidéncia de eventos
cardiovasculares em mulheres em comparagao com homens da mesma idade, até por
volta dos 50 anos de idade, porém as chances de ocorrer um evento cardiovascular
aumentam nas mulheres apos a menopausa. (2 Essa observagdo demonstra o
potencial efeito protetor do estrégeno na saude vascular das mulheres. De fato, alguns
estudos sugerem que os horménios ovarianos podem desempenhar um papel
importante na reducido do risco de DCV em mulheres na pré-menopausa que pode
estar relacionada a protecdo do desenvolvimento de DCV. 23 45 46) Dentro desse
conceito, a terapia de reposicdo hormonal (TRH) tem sido estudada quanto ao
possivel efeito protetor contra DCV em mulheres num periodo logo apds a

menopausa, reconhecido como “janela terapéutica”. 5 46)

Estudos em modelos animais observaram que a deficiéncia do estrégeno a longo
prazo foi associada a insuficiéncia cardiaca, reducao da forca do miofilamento e
aumento da sensibilidade ao Ca2. “6) Ainda, outro estudo com fémeas submetidas ao
procedimento de ooforectomia (OVX) demonstrou que os efeitos negativos da redugéo
de estrégenos sobre a contratilidade cardiaca foram revertidos pela reposi¢ao
hormonal. “7) Ainda, uma pesquisa realizada em ratas ooforectomizadas observou que
ap6s a administragcdo de estrogeno houve melhora na fungdo metabdlica,
especialmente aumentando a sensibilidade a insulina, além de melhorar os efeitos no
sistema cardiovascular. Além disso, esse estudo demonstrou um aumento cardiaco
nos niveis de malonaldeido (MDA), indicando estresse oxidativo, e também um
aumento de LF / HF indicando desequilibrio simpatico-vagal cardiaco.“8)

Em mulheres que foram submetidas ao procedimento de ooforectomia bilateral e
nunca utilizaram a TRH como o estrégeno apds a menopausa, verificou-se um
aumento nos riscos de eventos coronarianos. Porém nao foi observado um aumento
do risco cardiovascular nas mulheres que utilizaram a TRH com estrégeno.® Ademais,

foi demonstrado que na TRH com estrégeno o tamanho do infarto (area infartada) é
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atenuado, bem como a morte celular por apoptose dos cardiomiocitos, ou seja, a TRH
contribui efetivamente para o salvamento do miocardio. “°)

Apesar de potenciais efeitos benéficos da TRH no sistema cardiovascular, e em
especial no IAM, a TRH com o estrégeno em mulheres pos-menopausa predispde os
riscos de cancer de mama e ovario a longo prazo. Em mulheres apds o periodo da
janela terapéutica poderia na verdade aumentar o risco de trombose e desencadear
eventos vasculares maiores. (49

Nesse contexto, novas opgbes devem ser investigadas. As estatinas sao
medicamentos que inibem a enzima 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase
(HMGCoA redutase), e sdao amplamente utilizados para reduzir o colesterol
(hipolipemiantes) e reduzir o risco de mortalidade em pessoas com alto risco de DCV.
(50) Sa0 muito eficazes na redugéo de eventos CV quando utilizada por médio e longo
prazos (3 ou mais anos de uso). Algumas estatinas mais recentes no mercado,
apresentam efeitos anti-inflamatoérios vasculares significativos e melhoram o balango
simpato-vagal. Apesar de ter potencial para reduzir processos vasculares de forma
aguda, seu impacto nos processos inflamatérios no coragao, apos injuria isquémica,

nao foram investigados.

1.4 Estatinas, Doenga Cardiovascular e remodelamento apés IAM

A dislipidemia, caracterizada em especial valores de LDL-colesterol elevados, € um
dos fatores de risco mais importantes no desenvolvimento da aterosclerose. Inumeros
estudos indicam que o colesterol total elevado e a LDL-C estdo diretamente
relacionados a DCV. (1. 52.53) Porém, outras situagbes como baixo HDL, altos valores
de triglicérides também acrescentam risco para DCV. Em pacientes portadores de
DAC, as ultimas diretrizes recomendam metas rigorosas para redugao dos valores de
LDL, o que se obtém na clinica usualmente pela administragao de estatinas, associada

ou nao a outras classes de medicamentos. 2 53)

O tratamento com estatinas apresentou grandes avancos nas ultimas décadas, pois
contribuiu para o desenvolvimento de hipolipemiantes com potenciais crescentes para
reducdo da hipercolesterolemia, sendo o tratamento de primeira escolha para a
prevencao de DVC em pacientes com niveis elevados de colesterol de LDL (=190 mg

/ dL). (34, 54, 55, 56)
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A intensidade da terapia com estatinas € dividida em trés categorias: alta, moderada
e baixa intensidade. A terapia de alta intensidade contribui para reducéo dos niveis de
LDL-C em =50%, a terapia de moderada intensidade em média 30% a 49% e a de
baixa intensidade <30%. Quanto maior a reducéo do LDL-C, maior a reducao do risco
de DAC. %4 Estudos apontam que os pacientes tratados com a terapia intensiva de
estatinas apresentam progresséo positiva aterosclerética em relagdo aos pacientes

tratados de forma moderada. ©1- 52 53)

Pesquisas demonstram que o tratamento com estatinas reduz o risco de IAM e
AVC em todas as faixas etarias. Os beneficios ficam mais evidentes ap6s um ano de
tratamento continuo com estatinas. * 57

O tratamento com estatinas é eficaz tanto na prevengao primaria quanto na
prevencao secundaria de eventos cardiovasculares.* %) A preveng&o primaria da DCV
esta relacionada a individuos que apresentam fatores de risco como LDL colesterol
muito elevado, historia familiar de DCV, e menopausa prematura. Pacientes
portadores de outros fatores de risco relacionados a disturbios inflamatérios crénicos,
como sindrome metabdlica, doenca renal crénica e PCRs elevadas relacionadas
contribuem para o desenvolvimento de placas aterogénicas, por isso é também
indicada a terapia com estatinas.(%%

Em relagcédo a prevengao secundaria as estatinas sdo de uso obrigatorio para
pacientes que tiveram um AVC ou IAM, pois essas drogas reduzem de forma

significativa o risco de um novo evento cardiovascular. ¢ 58

As estatinas Atorvastatina e Rosuvastatina sdo consideradas mais eficientes quando
comparadas as estatinas mais antigas, pois atuam inibindo potentes vias de
mevalonato (MVA), responsaveis pela producédo do colesterol, além de gerar outros
produtos finais importantes que desempenham varias funcdes fisiologicas (9 60)
(Figura 3).
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Figura 3 - As principais etapas da via MVA. A via do MVA, também conhecida como via biossintética do
colesterol/isoprendide,é uma via metabdlica fundamental via expressa em todas as células de
mamiferos. Isso leva a producgio de diversos produtos finais, necessarios para o bom funcionamento
da célula da fisiologia. HMGR representa a enzima chave e limitadora de taxa de toda a via e é
responsavel pela conversdo de HMG-CoA em MVA. HMGR é fortemente inibido pelas estatinas. (69

Como apontado, a terapia com estatinas apresenta melhores resultados na presenca
de inflamagao, ou seja, em pacientes com o biomarcador - proteina C reativa (PCR) —
aumentado. De fato, essas drogas contribuem para a reducao dos efeitos inflamatérios
sistémicos e nos vasos,®! com impacto nos eventos CV.

Em relagdo a Rosuvastatina, foi realizado um estudo para investigar o impacto da
administracdo dessa estatina na prevencao primaria de homens e mulheres com
inflamagéao sistémica quantificada pelos com niveis elevados de PCR (> 2,0 mg por
litro), e com niveis de LDL-C nao elevados, ou seja, < 130 mg/dL (3,37 mmol /L). O
uso de Rosuvastatina na dose de 20 mg por dia associou-se a um risco menor de DCV
apos menos de 2 anos de uso da droga. 2 Nesse estudo, o efeito protetor da
Rosuvastatina foi associado primariamente ao poder anti-inflamatério da droga. Os
efeitos pleiotropicos das estatinas englobam beneficios potenciais para a funcao

celular do miocardio, como: protegcdo da microcirculagdo, regulagédo negativa da



29

ativagao do sistema renina-angiotensina-aldosterona tecidual, restauragdo do balango
simpato-vagal, inibigao de citocinas pré-inflamatérias e neoangiogénese.

Estudos experimentais demonstraram que a Rosuvastatina pode reduzir a lesdo de
isquemia e reperfusdo no miocardio.®® A Rosuvastatina exerce efeitos pleiotropicos
na biologia celular cardiaca de forma indireta, pela redugao da atividade inflamatoria
vascular. Com a melhora na disfungdo do endotélio na macro e microcirculacio, ha
aumento na disponibilidade do 6xido nitrico (NO) e aumento do fluxo na area peri-
infarto e potencial redugdo da area de necrose, com consequente melhora do
remodelamento cardiaco. %) A Rosuvastatina pode ainda induzir a angiogénese, quer
ativando a via de sinalizagc&do da proteina quinase, que promove a sobrevivéncia das
células endoteliais, quer por aumentar o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), que sinaliza o crescimento de novos vasos sanguineos.

(65)

A Rosuvastatina atua em varias quimiocitocinas (SDF-1, CXCR-4) que desempenham
um importante papel na adesao dos neutrofilos as células endoteliais e na migragao
extravascular dos neutréfilos e VEGF, bem como no acumulo de células progenitoras
que contribuem para modulagdo da resposta inflamatéria apés IAM. ¥6) De forma
significativa, um estudo publicado recentemente destacou o potencial efeito
regenerativo da Rosuvastatina do tecido cardiaco. Em modelo de IAM em ratos, o
tratamento com Rosuvastatina por 28 dias promoveu a formagao de novos
cardiomidcitos, com consequente redugdao do tamanho da cicatriz do IAM, e
diminuigdo dos didmetros do ventriculo esquerdo. ¢4

Indicios substanciais demonstram o papel benéfico das estatinas no retardo do
remodelamento cardiaco apds injuria isquémica. Porém, ainda nao foi definido se os
beneficios também estdo relacionados a ao desenvolvimento insuficiéncia cardiaca
nao isquémica. ©¢7)

O uso da terapia com estatinas apresenta diversos efeitos pleiotropicos incluindo
antiinflamatorios, antioxidantes, resultados antitromboéticos e de protegao
cardiovascular que podem contribuir para melhora no progndstico, atuando na
regulacido e diminuicdo de marcadores inflamatoérios pos IAM. (67. 68,69, 70)

A terapia com altas doses de Rosuvastatina apresenta melhores resultados que a
terapia com doses convencionais. Além de melhorar o metabolismo dos lipideos do
sangue, dose altas doses de Rosuvastatina reduzem a resposta inflamatéria, e tem

efeito protetor no infarto do miocardio com elevacdo do segmento ST (STEMI) por
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prevenir e tratar a remodelacgédo ventricular esquerda e a fibrose miocardica. 6% 79 O
STEMI é um tipo grave de doencga cardiaca, que € uma das principais causas de

invalidez e morte no mundo. (71, 72, 73, 74)

Corroborando o estudo anterior, uma pesquisa clinica demonstrou que altas doses de
rosuvastatina pode inibir efetivamente a remodelagdo maligna do coragao pos IAM, e
melhorar a fungao sistélica do ventriculo esquerdo, por provavelmente reduzir os
efeitos inflamatdrios no miocardio, resultando na melhora significativa do prognéstico

dos pacientes a longo prazo. (7%

Existem poucos dados sobre os efeitos da Rosuvastatina sobre o remodelamento
cardiaco apos IAM em mulheres, em especial, na presenca ou nao de concentragoes
normais de estrogeno.

Temos por hipotese que a Rosuvastatina pode melhorar o balango simpato-vagal no
coracao de ratas ooforectomizadas apds IAM, influenciando de forma positiva a fungao
ventricular, sendo portanto, um importante tratamento visando melhorar o

remodelamento cardiaco apos um evento isquémico.
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2. Objetivos:

2.1. — Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da rosuvastatina sobre o balancgo simpato-vagal e alteragbes

morfo-funcionais do coracédo apés IAM em ratas ooforectomizadas.

2.2. — Objetivos especificos
O Avaliar em ratas intactas e ooforectomizadas, submetidos ou nédo a
ligadura da coronaria esquerda, os efeitos da administracédo
rosuvastatina nos parametros abaixo descriminados:
pressao arterial sistdlica e diastdlica e frequéncia cardiaca
sensibilidade barorreflexa, avaliado por meio da resposta de frequéncia
cardiaca ap0ds infusao de drogas vasoativas
variabilidade da frequéncia cardiaca - inferidas por meio da analise dos
componentes de variabilidade nos dominios do tempo e da frequéncia dos
registros das curvas de pressao arterial registradas obtidas de forma direta
(intra-arterial) — sensibilidade barorreflexa espontanea, por meio da analise da
curvas de ganho.
diametro, volume, massa e parametros da funcao sistélica e diastdlica do

ventriculo esquerdo (VE), obtidos com o ecoDopplercardiograma.

O Comparar as variaveis acima em grupos especificos, para avaliar o
impacto do tratamento com rosuvastatina em trés condigdes:

1. Ratas com niveis de estrogeno normais (intactas), sem e com
IAM

2. Ratas com niveis de estrégeno reduzidos (ooforectomizadas)
sem e com IAM

3. Ratas mimetizando um ciclo de vida: ratas com niveis de
estrogeno normais (intactas), ratas com niveis de estrogeno
reduzidos (ooforectomizadas); e ratas com niveis de estrogeno

reduzidos (ooforectomizadas) com IAM
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Caracteristicas do estudo

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina do Instituto do Coracéo (INCOR) e do Comité de ética do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo
(FMUSP) (CEUA) pelo parecer 1297/2019. O manejo dos animais obedeceu aos
principios éticos da experimentacdo animal do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA).

A pesquisa foi realizada com ratos da espécie Rattus norvegicus, fémeas, de 8-10
semanas, da linhagem Wistar. A manipulagcdo experimental foi realizada no
Laboratério de Experimentagao da Unidade de HAS do InCor-FMUSP.

Todos os animais receberam dieta normolipidica e foram mantidos no biotério da
divisdo de experimentagdo do InCor em caixas plasticas separados por grupo do
estudo, em ambiente com adequado controle de luminosidade (ciclos de 12 horas de
luz/escuro) e temperatura (22° a 24°), onde receberam agua e ragao comercial ad

libitum, que supre todas as necessidades nutricionais dos roedores.

3.2 Grupos de animais e Sequéncia experimental

Os animais foram divididos de forma aleatéria em 4 grupos que receberam dois
tratamentos (placebo e rosuvastatina) — compondo um total de 8 subgrupos - com 5
(cinco) animais em cada grupo. Considerando-se a mortalidade aguda apds ligadura
da artéria coronaria esquerda de 35% no nosso laboratério (dados anteriores) foram
utilizados aproximadamente 50 animais. As ratas intactas nao tiveram nenhum

procedimento simulado.
Grupos:

e Fémeas Intactas
e Fémeas Intactas Infartadas

o Fémeas Ooforectomizadas
o Fémeas Ooforectomizadas Infartadas
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Subgrupos:

e Controle (sem tratamento)

e Rosuvastatina (com administragcao de rosuvastatina)

B & R N\ ~
FEMEAS FEMEAS FEMEAS OVX +
—
/—[ INTACTAS ~— INTACTAS + 1AM f{ FEMEAS OVX 1AM
s \ J )

N S 3 8 R
%[ CONTROLE —»  CONTROLE —»  CONTROLE -»| CONTROLE

J \ J \ J |

G ) ~ s
ROSUVASTATINA \_> 5
ROSUVASTATINA \—) ROSUVASTATINA ROSUVASTATINA
\ J \ \

Figura 4 - Grupos e subgrupos do estudo

O tratamento com rosuvastatina (Sigma) foi iniciado dois dias antes do IAM, com a
dose de 0,15 mg/Kg/dia, por 30 dias, administrado por gavagem 1x dia.

3.3 Métodos

Sequéncia experimental

O protocolo teve inicio em todos os grupos no Dia 1 e terminou no dia 36. No primeiro
dia do protocolo (Dia 1) foi feita a cirurgia de ooforectomia nas fémeas dos grupos
fémeas OVX e fémeas OVX+ |IAM; apds 7 dias, foi realizado o infarto do miocardio nos

grupos fémeas intactas + IAM e fémeas OVX + |IAM (Dia 7); a administracdo da
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estatina foi iniciada 48h antes do IAM (Dia 5) e terminou no Dia 28 (1 dose diaria, por

30 dias) para os quatro subgrupos rosuvastatina.

O exame de Ecodopplercardiograma foi realizado em todos os animais apés 4
semanas de |IAM (Dia 35). Também no Dia 35, todos os animais foram submetidos a
canulagédo da artéria femoral direita. O registro direto das curvas de pressao arterial
foi feito no dia seguinte (Dia 36), e apds os animais foram submetidos a eutanasia,

com coletados de materiais para posterior analises de biologia molecular.

3.4 Procedimentos Cirurgicos

Ooforectomia

As ratas dos grupos ooforectomizados foram anestesiadas (mistura de 0,5% - 2% de
isoflurano e 98% de O2 a um fluxo de 1,5L/min) e foram colocadas em decubito dorsal,
onde foi realizada uma pequena incisdo (1 cm) em paralelo com a linha do corpo na
pele e na musculatura no terco inferior na regido abdominal. Os ovarios foram
localizados e foi realizada uma ligadura dos ovidutos, incluindo os vasos sanguineos.
Os ovidutos foram seccionados e os ovarios removidos. A musculatura e a pele foram
suturadas, e apos o término da cirurgia o analgésico (tramadol, 30 mg/Kg) foi

administrado a cada 12 horas por 2 dias, por via intraperitoneal.

Infarto Agudo do Miocardio

Os animais sofreram indugdo anestésica com a injegao intraperitoneal de
cloridrato de xylazina (10 mg/kg — Rompum, Bayer) e cloridrato de ketamina (50 mg/kg
— Ketalar, Parke-Davis). Apds a inducéo, foi realizada intubagao traqueal (Gelko 16G)
e foram submetidos a respiragao artificial (Harvard Aparatus, Boston, EUA). Foi
realizada tricotomia adequada do térax e os animais foram posicionados em decubito
lateral esquerdo. Foi realizada toracotomia através de pequena incisdo no quarto
espaco intercostal esquerdo, e o afastamento da musculatura intercostal com auxilio
de afastadores. Em seguida, foi realizada a secg¢ao do pericardio e visualizagdo da
artéria coronaria descendente. Com fio cirurgico Prolene USP 6.0 foi feita a ligadura
da artéria coronaria descendente. A seguir, foi feita a drenagem do pneumotérax com
agulha 5x7, imediatamente apds a toracorrafia com fio cirurgico de nylon USP 3.0. No
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pos-cirurgico imediato os animais receberam analgesia com cloridrato de tramadol (30

mg/kg, via intraperitoneal, de 12 em 12 horas, por 3 dias).

Canulagao da artéria femoral

Os animais foram colocados numa camara de indugao de anestesia, onde receberam
1-5% de isoflurano misturado com oxigénio (2 L/min) até a perda da consciéncia e da
sensibilidade periférica. Canulas de polietileno foram preenchidas com soro fisiologico,
posicionadas no interior da artéria (PE-10) e veia (PE-10) femorais direitas e fixadas
com fio de algodao. A extremidade a ser conectada ao transdutor de pressao foi
fechada com pinos de ago inoxidavel. As canulas foram exteriorizadas no dorso da
regiao cervical, e fixadas com fio de algodao na pele. Para a manutencgéo da canula,
a fim de se evitar obstru¢des, foram feitas lavagens precedentes ao registro de PA,
usando-se 0,02ml de heparina soddica (Liquemine — Roche, 5.000U) em 0,5 ml de
solucao fisiolégica de NaCl 0,9%. Apds a canulagéo todos os animais foram mantidos
em caixas individuais (Plexiglas, 25x15x10cm) e foi realizada a analgesia com
tramadol 30mg/Kg por via SC a cada 12 horas por 2 dias, e uma unica injegao de

penicilina (Benzetacil,Fontoura-Wyeth,60.000U).

3.5 Registros de parametros biolégicos e demais analises

Parametros hemodinamicos e autonomicos

Vinte e quatro horas apds a cirurgia de canulagao, os registros das curvas de
pressao arterial foram registrados com os animais acordados, por 30 minutos, em
todos os grupos experimentais. A canula arterial foi conectada a um transdutor
eletromagnético (P23 Db; Gould-Statham) que, por sua vez, foi conectado a um
amplificador (General Purpose Amplifier-Stemtech, Inc.). O sinal analégico dos pulsos
pressoricos foi convertido para digital (Stemtech, Inc.) e adquirido com frequéncia de
amostragem de 2000Hz com o sistema CODAS. A analise dos sinais foi feita
posteriormente, utilizando-se um programa (Windaqg/DATAQ) que permite a detecgao
de maximos e minimos das curvas de pressao, fornecendo os valores de pressao
arterial sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) pela integral da area sob a curva no tempo.
A frequéncia cardiaca pelo intervalo de pulso (IP) foi determinada a partir do intervalo

entre dois picos sistolicos.
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Para analise da VFC, cada batimento cardiaco foi identificado através da
utilizacao de algoritmo implementado no Windaq/DATAQ. Foi gerada a série temporal
dos intervalos de pulso (IP), tacograma, e das diferengas dos valores da pressao
arterial sistdlica (sistograma). Quando necessario, utilizamos a interpolacéo linear da
série tacograma e sistograma, para retirarmos as distor¢des indesejaveis. Os dados
foram armazenados em arquivos em formato texto e analisados posteriormente, em
um programa de analise espectral (CARDIOSERIES) para se detectar a variabilidade
da FC nos dominios do tempo e da frequéncia. A faixa de frequéncia de interesse para
analise espectral no rato varia de 0 até 3Hz. A poténcia espectral foi integrada em trés
faixas de frequéncia de interesse: altas frequéncias (HF), entre 0,75 e 3,0 Hz; baixas
frequéncias (LF), entre 0,20 e 0,75 Hz e muito baixas frequéncias (VLF), menores que
0,20 Hz.

Avaliacao da sensibilidade barorreflexa em resposta a administragao de drogas
vasoativas)

A sensibilidade barorreflexa foi inferida pelo calculo das alteragdes da frequéncia
cardiaca em resposta a alteragdes da pressao (delta FC/delta PA). Para tanto, foram
infundidas doses crescentes de drogas vasoativas e fenilefrina e nitroprussiato de
sédio na veia femoral: fenilefrina (100ng/mL,150ng/mL) e nitroprussiato de soédio
(100ng/mL, 150ng/mL). As drogas foram injetadas randomicamente entre os animais.
A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente estimulador
alfa 1 adrenérgico, causa aumento da pressao sistdlica, e a ativacdo dos
barorreceptores provoca subsequente bradicardia reflexa. O nitroprussiato de sddio
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), é um potente vasodilatador que
causa reducgao da pressao arterial e consequente taquicardia reflexa. Para avaliagao
da sensibilidade barorreflexa, o pico maximo ou minimo da PAM foi reduzido dos
valores de PAM do periodo controle. Da mesma forma, a variagdo maxima da
frequéncia cardiaca foi reduzida dos valores de frequéncia cardiaca do periodo
controle. A sensibilidade barorreflexa foi calculada por meio da divisdo da variacao da
FC pela variacdo da PAM, e foi apresentada como indice de bradicardia reflexa (IBR)
e indice de taquicardia reflexa (ITR).

Avaliacao da sensibilidade barorreflexa espontanea
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A analise da sensibilidade barorreflexa espontanea foi realizado pelo método da
sequéncia, utilizando software Cardioseries (V2.7). O método da sequéncia se baseia
na identificacdo da ocorréncia espontanea de sequéncia de trés ou mais batimentos
cardiacos consecutivos, no qual existe aumento progressivo dos valores de pressao
arterial sistélica (PAS) acompanhando de um prolongamento do intervalo de pulso (IP)
(BRR up: rampas barorreflexas em subida), ou uma diminuicdo progressiva da PAS
acompanhada de redugao do IP (BRR down: rampas barorreflexas em descida). Em
relagdo a todas as sequéncias € aplicada uma regressao linear, e uma média dos
valores obtidos em todas as sequéncias; a razdo entre o IP e a PAS (ms/mmHg) desse
valor representa as medidas de ganho de sensibilidade barorreflexa espontanea

(indice alfa).

EcoDopplercardiograma
O exame ecocardiografico foi realizado para a quantificagdo da area infartada e
avaliacdo de parametros morfofuncionais, em especial, tamanhos das cavidades

cardiacas, e fungao diastodlica e sistolica do ventriculo esquerdo.

Para a realizacdo do exame ecocardiografico os animais foram anestesiados
com Isofluorano 1%. Foi realizada tricotomia do térax e os animais foram posicionados
em decubito dorsal para aquisigdo das imagens através do ecocardiografo Vevo 2100
(FujiFilm VisualSonics Inc., Toronto, Ontario, Canada) e transdutor linear de 13 MHz.
A partir do corte longitudinal da via de saida do ventriculo esquerdo foram obtidas as
seguintes medidas: didametro da artéria aorta e do atrio esquerdo. Através do corte
transverso do ventriculo esquerdo foram obtidos os dados da fungdo sistdlica:
espessura do septo interventricular (sistolica e diastélica), espessura da parede livre
do ventriculo esquerdo (sistolica e diastolica), diametro diastolico e didmetro sistolico
do ventriculo esquerdo, massa do ventriculo esquerdo e fracdo de encurtamento. Foi
realizada a avaliacdo da area de infarto e planimetria para sua quantificacdo. Pelos
cortes apicais 4 e 5 camaras foram obtidos os dados da fungao diastélica: velocidade
maxima da onda E (representa a fase rapida do enchimento do ventriculo), velocidade
maxima da onda A (enchimento do ventriculo durante a contragéo atrial), tempo de
desaceleracao da onda E, tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), relagéo E/A,
velocidade maxima da onda E’, velocidade maxima da onda A, relacao E'/A, relagao
E/E’, tempo de ejecéao, velocidade de encurtamento circunferencial do miocardio.
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Também foi realizado o calculo da variagao fracional da area do VE, para melhor
avaliacdo da fungéo sistdlica, através dos cortes longitudinal e transverso do ventriculo

esquerdo.

Eutanasia do animal e coleta de tecidos

Apoés a realizagdo das medidas hemodindmicas, os animais foram submetidos a
eutanasia, por overdose de Xylazina e Ketamina. Apds a eutanasia, foi realizada a
abertura das cavidades toracica para coleta de sangue e de tecido cardiaco. Os
materiais coletados foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

armazenado em freezer a -80 'C para posterior analise.

Descarte dos animais

Apods coleta de material bioldgico, as carcagas foram embaladas, identificadas e
armazenadas em freezer (-20°C) e destinadas a coleta e incineragdo por empresa

terceirizada.

Anadlise estatistica

Os dados foram analisados usando o GraphPad Prism versdo 9.0 para
Windows (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia). Inicialmente foi usado o teste de
normalidade de Shapiro Wilk. O teste de ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Tukey foi utilizado para avaliar os efeitos da rosuvastatina em cada uma das 3
condi¢cbes (em cada condigao foram incluidos 4 grupos). Todos os dados paramétricos
foram apresentados como média + desvio padrao. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes se p< 0,05.

4. RESULTADOS

Apresentaremos os resultados das analises de acordo com os trés possiveis cenarios,
com os respectivos grupos de fémeas:
1. Ratas com niveis de estrogeno normais - intactas sem e com IAM, tratadas ou

nao com rosuvastatina;
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2. Ratas com niveis de estrégeno reduzidos - ooforectomizadas sem e com 1AM,
tratadas ou ndo com rosuvastatina;

3. Ratas mimetizando um ciclo de vida: intactas, ooforectomizadas;
ooforectomizadas com IAM, e ooforectomizadas com IAM e tratadas com

rosuvastatina.

4.1 Impacto da rosuvastatina em ratas com niveis de estrégeno normais

(intactas).

Para esta analise utilizaremos 4 grupos: ratas intactas sem tratamento; ratas intactas

tratadas com rosuvastatina; ratas intactas infartadas sem tratamento; ratas intactas
infartadas tratadas com rosuvastatina. Em todos os grupos foram incluidos 5 animais
para a analise.

a) Parametros hemodinamicos

Nao houve diferencas significativas nos valores apresentados da PAS, PAD,
PAM e FC nos 4 grupos estudados. Quando as variaveis acima foram avaliadas no 35
dias apés IAM nao foram detectadas diferencas significativas entre os grupos. Ainda,
a administracdo de rosuvastatina por 30 dias ndao modificou os parametros

hemodinamicos das ratas intactas, com e IAM. (Tabela 1, Figura 5).

Tabela 1- Parametros hemodinamicos de ratas com niveis de estrogeno normais
(intactas).

Variaveis Intactas Intactas Intactas Intactas IAM p
controle rosuva IAM rosuva
PAS (mmHg) 137,6 £ 3,9 137,5 = 0,1 134,2 +16,3 134,6 +9,8 0,9284

PAD (mmHg) 95,1 + 2,1 937+1,5 92,8+ 10,5 954+55 0,094
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PAM (mmHg) 114,027 113,4+£0,6 11,3+ 13,0 113,0+£7,3 0,9597

FC (bpm) 373,6 £17,2 371,4+£2,2 383,7 £ 15,1 395,3 + 30,0 0,4556

Tabela1: PAS: presséo arterial sistolica; PAD: pressao arterial diastolica; PAM: pressao arterial média;
FC: frequéncia cardiaca. Valores apresentados em média * desvio padrao.

Figura 5 - Parametros hemodinédmicos de ratas com niveis de estrogeno normais

(intactas).
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Figura 5: PAS: presséo arterial sistélica; PAD: presséao arterial diastélica; PAM: presséo arterial média;
FC: frequéncia cardiaca. Apresentados em média dos valores e + desvio padrao.

b) Sensibilidade barorreflexa induzida por drogas
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Com relagado a resposta reflexa tanto de bradicardia quanto de taquicardia, induzida
por drogas vasoativas, foi possivel observar comportamento diferente entre os grupos
de ratas intactas (p<0,05). Houve reducao significativa do indice de bradicardia
comparando-se o grupo Intactas com IAM quando comparado com o grupo Intactas
Controle. De forma significativa, o grupo de ratas infartadas que recebeu a
administracdo de rosuvastatina (Intacta com IAM e rosuva) esse valor foi
significativamente maior que o IAM sem tratamento, sendo semelhante aos grupos
sem IAM. A resposta do indice de taquicardia foi diferente entre os grupos. O grupo
intacta com IAM que recebeu rosuvastatina foi significativamente maior que os demais

grupos (Tabela 2, Figura 6).

Tabela 2- Sensibilidade Barorreflexa de ratas com niveis de estrogeno normais
(intactas).

Parametros Intactas Intactas Intactas Intactas IAM p
controle rosuva IAM rosuva

indice Bradicardia 1,4+ 0,1 1,5+0,1 0,7+ 0,8"&* 1,5+0,8 0,0001

indice Taquicardia 31+04 3,2+0,1 31+04 43+1,2* 0,0380

Tabela 2: Valores apresentados em média + desvio padrédo. $p<0,05 = Controle vs. IAM; & p<0,05 =
rosuva vs. IAM; " p<0,05 IAM vs. IAM rosuva.

Figura 6 — indice de Bradicardia e de Taquicardia reflexas de ratas com niveis de
estrégeno normais (intactas).
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Figura 6: Apresentados em média dos valores e * desvio padrdo. *p<0,05 = Controle vs. IAM; & p<0,05
= rosuva vs. |IAM; * p<0,05 IAM vs. IAM rosuva.
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Podemos inferir que em fémeas com concentragdes normais de estrogeno (intactas),
a administracdo de rosuvastatina nao altera os parametros hemodinamicos basais,
porém melhorou de forma significativa os indices de bradicardia e taquicardia reflexa

apos o |IAM.

c) Parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca e da PA e sensibilidade
barorreflexa espontanea

Os parametros apresentados na variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do
tempo (VAR-IP, RMSSD) se correlacionam com a variabilidade. Ja na analise da VFC
no dominio da frequéncia o componente de alta frequéncia absoluto (LF-ABS) e
normalizado (LF) indica a modulagéo simpatica; o componente de baixa frequéncia
absoluto (HF-ABS) e normalizado (HF) indica a modulagdo vagal; e a relagado LF/HF
indica o balango autonémico ou balango simpato-vagal. Na analise da variabilidade da
PA sistdlica, o componente LF-PAS esta relacionado a modulagéao simpatico para os
vasos. A sensibilidade barorreflexa espontanea pode ser inferida pela analise da
rampa barorreflexa em subida (BRR UP GAIN), da rampa barorreflexa em descida
(BRR DOWN GAIN), e do ganho total, que é a média de todas as sequéncias (BRR
ALL GAIN). A sensibilidade barorreflexa (indice alfa) € inferida pelo calculo da razao
entre o IP e a PAS (ms/mmHg) desse valor. Esses parametros analisados na condigao
de estrégeno normal estdo apresentados na Tabela 3.

Como pode ser observado na Tabela 3, nao houve diferengas entre os grupos sem e
com IAM, e com e sem administragdo de rosuvastatina, em nenhum dos parametros.
Pode ser evidenciado que algumas variaveis foram alteradas pela presenga do IAM,
como menor VAR-IP, mas n&do houve alteracdo estatistica significativa na analise
conjunta os demais grupos. Isso pode ter ocorrido pelo numero pequeno de animais

em cada grupo, associado a um grande desvio padrdo da média.

Tabela 3 - Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e da Pressao
Arterial e Sensibilidade Barorreflexa Espontianea de ratas com niveis de
estrégeno normais (intactas).
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Parametros Intactas Intactas Intactas IAM  Intactas IAM p
controle rosuva rosuva

VAR-IP (ms?) 70,82 70,53 56,38 +39,06 47,38+30,67 40,74+17,75 0,6422

RMSSD (ms) 5,89 + 2,62 5,85+ 2,22 5,79+ 2,29 4,68 +0,78 0,8089

LF-IP (ABS) (ms?) 4,44 £ 4,21 4,73 £4,23 2,39+0,76 2,75+222 0,3174

HF-IP (ABS) (ms?) 15,55 + 16,81 10,31 £ 7,61 10,62 £ 7,62 5,85 1 1,01 0,6404

LF/HF 0,34 £0,14 0,44 £ 0,27 0,29 £ 0,20 0,53 £ 0,55 0,7619

LF-IP (%) 2451+842 28,46+13,63 21,55+10,65 29,82+17,96 0,8077

HF-IP (%) 7549+842 7154+13,63 7845+10,65 70,18+17,96 0,8077

VAR-PAS (mmHg?) 21,01 £16,55 23,83 38,07 13,02 £ 5,02 15,05 + 8,28 0,3011

LF-PAS (mmHg) 5,78 £ 4,77 5,56 + 2,07 3,11 +£1,83 3,61+1,88 0,2330
BRR UpP AGAIN 2,88+ 1,63 2,41 +1,21 3,02 £1,27 1,84 £ 0,91 0,4536

(SD)

BRR DOWN AGAIN 1,50 £ 0,50 1,57 £ 0,84 2,73+ 1,36 1,61+ 0,65 0,2246

(SD)

BRR ALL AGAIN 2,49+£1,19 2,10 £ 1,04 3,08 £ 0,36 1,79 £ 0,57 0,1620

(SD)

INDICE ALFA 0,90 £ 0,25 0,88 +£0,43 0,93 £0,14 0,71+0,15 0,5681

Tabela 3: VAR-IP: Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD: (raiz quadrada da média do quadrado das
diferencas entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes); LF-IP (ABS):Banda de Baixa
Frequéncia do Intervalo de Pulso; HF-IP (ABS): Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso; LF/HF:
Balango Simpatovagal; LF-IP: Banda de Baixa Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade
normalizada; HF-IP: Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade normalizada;
VARPAS: Variancia da Pressao Arterial Sistélica; LF-PAS: banda de baixa frequéncia da presséo arterial
sistdlica em valores absolutos; BRR UP GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em subida; BRR
DOWN GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em decida; BRR ALL GAIN (SD): respostas de
rampas barorreflexas totais.

De uma forma geral, o grupo de fémeas infartadas tratadas com rosuvastatina
apresentou valores maiores de modulagao simpatica e menor modulagao vagal, mas
sem atingir significado estatistico (Figuras 7A, 7B).

Figura 7A- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio do
tempo) de ratas com niveis de estrogeno normais (intactas).
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Figura 7A: VAR-IP: Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD: (raiz quadrada da média do quadrado das

diferengas entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes). Apresentados em média dos valores
e 1 desvio padrao.

Figura 7 B- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio de
frequéncia) de ratas com niveis de estrégeno normais (intactas).
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Figura 7B: LF/HF: Balanco Simpatovagal; LF-IP: Banda de Baixa Frequéncia do Intervalo de Pulso em
unidade normalizada; HF-IP: Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade normalizada.
Apresentados em média dos valores e + desvio padrao.

Figura 7 C- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio da
frequéncia da PA) de ratas com niveis de estrégeno normais (intactas).
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Figura 7C: VAR-PAS: Variancia da Pressao Arterial Sistolica; LF-PAS: banda de baixa frequéncia da
pressao arterial sistdlica em valores absolutos. Apresentados em média dos valores e * desvio padrao.

Figura 7 D- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (Sensibilidade
Barorreflexa espontanea) de ratas com niveis de estrogeno normais (intactas).
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Figura 7D: BRR UP GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em subida; BRR DOWN GAIN (SD):
respostas de rampas barorreflexas em decida; BRR ALL GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas
totais. Apresentados em média dos valores e + desvio padréo.

Podemos inferir que em fémeas com concentragées normais de estrogeno (intactas),

a administracdo de rosuvastatina nao altera os componentes da variabilidade da
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frequéncia cardiaca ou da PA, bem como nado interfere nos parametros da

sensibilidade barorreflexa esponténea.

d) Parametros ecocardiograficos

Os parémetros obtidos com o exame de ecoDopplercardiograma focaram o ventriculo
esquerdo (VE), que é a principal camara alvo do remodelamento apos IAM, e foram
agrupados e analisados de acordo com algumas caracteristicas: parametros
estruturais, que se relacionam ao tamanho (diametro diastélico), volume (diastdlico e
sistélico) e massa do VE; parametros que indicam a fungéo contratil ou sistolica, como
a fracao de ejecgao e fragao de encurtamento do VE; e parametros que indicam fungao
de relaxamento ou diastdlica do VE.

Como pode ser observado na Tabela 4, ndo houve diferencgas entre os grupos controle
e rosuva, indicando que a administracdo dessa estatina para ratas com niveis de
estrégeno normal, ndo alterou os parametros morfofuncionais do VE. Como esperado,
ratas analisadas apds 28 dias apos |IAM apresentaram significativas mudangas na
geometria do VE: aumento do diametro diastdlico e dos volumes diastolico e sistdlico,
bem como da massa do VE (Figura 8A). A fungéo sistélica apresenta-se reduzida,
quando se demonstra FEVE e FAC significativamente menores no grupo IAM
comparados aos dos grupos controle e rosuva (Figura 8B). A fungéo diastdlica nédo

demonstrou alteracao evidenciado na figura (Figura 8C).

Tabela 4- Parametros Ecocardiograficos de ratas com niveis de estrégeno
normais (intactas).

Parametros Intactas Intactas Intactas Intactas IAM p
controle rosuva IAM rosuva
DDVE (mm) 6,7+ 0,3 6,7+ 0,6 8,3+0,7* 8,6 £ 0,6%*& 0,0001

VDVE (ul) 238,8 £ 29,6 233,3 £ 51,1 378,6 £+ 77,1*%  416,5+69,2***  0,0001
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VSVE (%) 455+ 0,8 49,0+ 5,6 21,5+7,5* 19,6 £ 5,1**& 0,0001
MVE (gr) 376,6 £ 42,5 341,1+1131 363,1+49,4 355,3 £1562,8 0,6752
FEVE (%) 756+ 1,1 79,1+ 5,1 36,4 +20,1*& 40,4 + 8,3*# 0,0001
FAC (%) 72,3+ 6,3 64,5+4,8 46,8 + 13,9*¢ 32,8 £5,1%*# 0,0001
E/A 1,8 £ 0,2 23+ 1,0 32+29 25+ 05 0,2557
E'/A' 1,5+ 03 1,4+0,1 1,5+0,3 1,2+ 0,9 0,8486
E/E' -152+ 2,9 -16,4+ 5,6 -14,0+£ 2,2 -24,6 £ 11,7 0,0972

Tabela 4: DDVE: didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo; VDVE: volume diastélico ventricular
esquerdo; VSVE: volume sistélico do VE; MVE: massa ventricular esquerda; FEVE: fragdo de ejecao
ventricular esquerda; FAC: fragdo de encurtamento; E/A: Razdo Onda E/Onda A; E'/A": Razdo Onda
E’/Onda A’; E/E' Raz&do Onda E/ Onda E’. Apresentados em média dos valores e * desvio padrao.
*p<0,05 = IAM vs. controle; & p<0,05 = |IAM rosuva vs. Rosuva, **p<0,05 = IAM rosuva vs. controle;
*p<0,05 IAM vs. Rosuva.

A administracdo de rosuvastatina para ratas infartadas nao promoveu alteragao

em nenhum dos parametros, que permaneceram semelhantes aos do grupo infartadas

sem tratamento.

Figura 8 A- Parametros Ecocardiograficos estruturais de ratas com niveis de

estrégeno normais (intactas).
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Figura 8A: DDVE: diametro diastdlico do ventriculo esquerdo; VDVE: volume diastdlico ventricular
esquerdo; VSVE: volume sistélico do VE; MVE: massa ventricular esquerda. Apresentados em média
dos valores e * desvio padrdo. *p<0,05 = IAM vs. controle; & p<0,05 = IAM rosuva vs. Rosuva, **p<0,05
= |AM rosuva vs. Controle; *p<0,05 IAM vs. Rosuva.

Figura 8 B - Parametros Ecocardiograficos de fungao sistélica de ratas com
niveis de estrogeno normais (intactas).
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Figura 8B: FEVE: fragdo de ejecao ventricular esquerda; FAC: fracdo de encurtamento. Apresentados
em média dos valores e * desvio padrdo. *p<0,05 = IAM vs. controle; % p<0,05 = IAM rosuva vs. Rosuva;
**p<0,05 = |IAM rosuva vs. Controle; *p<0,05 = IAM vs. Rosuva.

Figura 8 C - Parametros Ecocardiograficos de funcao diastélica de ratas com
niveis de estrogeno normais (intactas).
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Figura 8C: Razdes entre as ondas ecocardiogréficas: E'/A": Razdo Onda E’/Onda A’; E/A: Razao Onda
E/Onda A; E/E' Razao Onda E/ Onda E. Apresentados em média dos valores e + desvio padrao.

Em resumo, as ratas analisadas apos 28 dias apds IAM apresentaram significativas
mudangas na estrutura do VE (Figura 8A), nos parametros que indicam a fungao
contratil ou sistélica (Figura 8B) e parametros que indicam fungao de relaxamento ou
diastolica do VE (Figura 8C). Porém ao comparar os grupos de ratas infartadas
tratadas com rosuvastatina e ratas infartadas n&o tratadas, néo identificamos beneficio

da estatina no remodelamento cardiaco pés IAM.
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4.2 Impacto da rosuvastatina em ratas com niveis de estréogeno reduzidos
(ooforectomizadas).

Para esta analise utilizaremos 4 grupos: ratas ooforectomizadas sem tratamento;
ratas ooforectomizadas tratadas com rosuvastatina; ratas ooforectomizadas e
infartadas sem tratamento; ratas ooforectomizadas e infartadas tratadas com

rosuvastatina. Em todos os grupos foram incluidos 5 animais para a analise.

a) Parametros hemodinamicos

Os resultados demonstraram que houve reducgdo significativa nos valores
apresentados da PAS e PAM no grupo de ratas ooforectomizadas infartadas tratadas
com rosuvastatina. Em relagdo ao parametro PAD observamos um valor
significativamente menor no grupo OVX IAM tratado com rosuvastatina quando
comparado aos grupos OVX e OVX IAM, ndo sendo diferente do grupo OVX rosuva
(Tabela 5, Figura 9). Ja o parametro de PAM foi significativamente menor no grupo
tratado quando comparado com o grupo OVX. Quanto a FC, observamos um aumento
dos valores nos grupos tratados com rosuvastatina quando comparado ao grupo nao
tratado, mas sem atingir significado estatistico.

Tabela 5: Parametros hemodindmicos em ratas com niveis de estrégeno
reduzidos (ooforectomizadas).

Parametros ovX OVX rosuva OVX IAM OVX IAM p
rosuva

PAS (mmHg) 143,4 + 3,4 136,454 142,27 £2,06  131,35+6,89*%  0,0037

PAD (mmHg) 99,6 + 5,1 914 +57 97,78 £ 2,65 91,60 £ 6,75 0,6655

PAM (mmHg) 119,3 £ 4,1 111,31+ 54 118,35+ 2,10 109,78 + 6,76# 0,0143

FC (bpm) 375,7+21,9 384,8+19,6 372,52+20,92 378,82+ 30,85 0,8652

Tabela 5: PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastolica; PAM: pressao arterial média;
FC: frequéncia cardiaca. Valores apresentados em média * desvio padrao.
**p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX IAM; #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX.

Figura 9- Parametros hemodinamicos em ratas com niveis de estrégeno
reduzidos (ooforectomizadas).
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Figura 9: PAS: pressao arterial sistdlica; PAD: presséo arterial diastdlica; PAM: pressao arterial média;
FC: frequéncia cardiaca. Apresentados em média dos valores e + desvio padrao. **p<0,05 = OVX IAM
rosuva vs. OVX IAM; #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX.

b) Sensibilidade barorreflexa induzida por drogas

O indice de bradicardia foi significativamente menor no grupo ooforectomizado
infartado sem tratamento quando comparado com os outros grupos sem infarto, mas
o tratamento com rosuvastatina normalizou esse valor. O que pode ser evidenciado
que a rosuvastatina melhorou o indice de bradicardia. Quanto o indice de taquicardia
foi significativamente maior nos grupos tratados com ou sem infarto tratados com

rosuvastatina, quando comparado com os outros grupos. O indice de bradicardia nas
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ratas infartadas tratadas com rosuvastatina atingiu valores semelhantes aos do grupo
controle, e o indice de taquicardia praticamente dobrou em relacdo aos grupos nao

tratados (Tabela 6, Figura 10).

Tabela 6 - indice de Bradicardia e de Taquicardia reflexas de ratas com niveis de
estrégeno reduzidos (ooforectomizadas).

Parametros ovX OVX rosuva OVX IAM OVX IAM P
rosuva

indice Bradicardia 1,3120,1 1,704 0,7 £0,1*& 1,7 £0,2** 0,0001

indice Taquicardia 25+0,2 41+1,6* 2,0 +0,4% 42 + 0,3**  0,0001

Tabela 6: Valores apresentados em média * desvio padrdo. “p<0.05 = OVX IAM rosuva vs. OVX IAM;
&p<0,05 = OVX IAM vs. OVX rosuva; ‘p<0,05= OVX IAM vs. OVX; *p<0,05 OVX rosuva vs. OVX; #p<0.05
= OVX IAM rosuva vs. OVX.

Figura 10- indice de Bradicardia e de Taquicardia reflexas de ratas com niveis de
estrégeno reduzidos (ooforectomizadas).
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Figura 10: Valores apresentados em média + desvio padrdo. “p<0.05 = OVX IAM rosuva vs. OVX IAM;
&p<0,05 = OVX 1AM vs. OVX rosuva; ‘p<0,05= OVX IAM vs. OVX; *p<0,05 OVX rosuva vs. OVX; #p<0.05
= OVX IAM rosuva vs. OVX.

Podemos concluir que em ratas com concentragbes reduzidas de estrégeno

(ooforectomizadas) a administragdo de rosuvastatina reduz parametros

hemodinamicos basais (PAS e PAM), e melhora a sensibilidade barorreflexa (indices
de bradicardia e taquicardia), restaurando os efeitos deletérios ao controle reflexo

cardiovascular apés |IAM.
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c) Parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca e da PA e sensibilidade
barorreflexa espontanea

Os parametros analisados na condi¢ao de estrogeno reduzido estdo apresentados na
Tabela 7. Nao foram evidenciadas alteragdes na variabilidade da frequéncia cardiaca,
nem no dominio do tempo nem no dominio da frequéncia (Figura 11 A e 11B). Porém,
a variabilidade da PA sistolica (VAR-PAS) de forma isolada foi significativamente maior
no grupo de ratas ooforectomizadas que receberam rosuvastatina quando comparado
com os outros grupos (Figura 11 C), que sugere, de forma indireta, uma melhora na

sensibilidade barorreflexa.

Tabela 7- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e da Pressao
Arterial e Sensibilidade Barorreflexa Espontianea de ratas com niveis de
estrégeno reduzido (ooforectomizadas).

Parametros ovX OVXrosuva  OVXIAM OVX IAM p
rosuva

VAR-IP (ms?) 26,96 + 10,28 91,75+36,87 87,19+71,17 42,61+20,80 0,0750
RMSSD (ms) 413+153  607+248  541+154 479045  0,1261
LF-IP (ABS) (ms2) 1,52+ 1,01 534+318  2,98%2,10 2,07+093  0,1356
HF-IP (ABS) (ms?)  5,38+3,50  12,79+928  8,11+3,98 6,49+ 137  0,1341
LF/HF 043+048  056+035  0,36+0,15 0,31+0,10  0,8132
LF-IP (%) 2538+ 16,99 32,95+1553 26,05+7,30 2329%6,32  0,9397
HF-IP (%) 7462+16,99 67,05+1553 7395+7,30  76,71+632  0,9397
VAR-PAS (mmHg?) 15,64 +3,44 26,38 +7,37* 1557+6,11* 1563+2,11*  0,0158
LF-PAS (mmHg) 3,95+203  7,29+265  3,52+216 342+087  0,0752
BRR UP AGAIN 217+0,96  259+1,02 2,36+ 1,02 2,50+0,94  0,7074
(SD)

BRR DOWN 1,32+0,69  243+145  215%1,13 1,88+1,13  0,3161
AGAIN (SD)
BRR ALL AGAIN 1,91£0,72  2,61+1,06  2,34%0,70 2,35+092  0,3767
(SD)
iNDICE ALFA 059+026  087%0,22  1,12+0,48 0,78+024  0,1070

Tabela 7: VAR-IP: Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD: (raiz quadrada da média do quadrado das
diferengas entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes); LF-IP (ABS):Banda de Baixa
Frequéncia do Intervalo de Pulso; HF-IP (ABS): Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso; LF/HF:
Balango Simpatovagal; LF-IP: Banda de Baixa Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade
normalizada; HF-IP: Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade normalizada;
VARPAS: Variancia da Presséao Arterial Sistélica; LF-PAS: banda de baixa frequéncia da pressao arterial
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sistélica em valores absolutos; BRR UP GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em subida; BRR
DOWN GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em decida; BRR ALL GAIN (SD): respostas de
rampas barorreflexas totais. Valores apresentados em média + desviopadrio..”p<0,05 = OVX |IAM
rosuva vs. OVX rosuva; ‘p<0,05 = OVX IAM vs. OVX rosuva; *p<0,05 = OVX rosuva vs. OVX.

Figura 11 A- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio do
tempo) de ratas com niveis de estrégeno reduzidos (ooforectomizadas).

VAR-IP RMSSD
200+ 15—
0= OVX = OVX
150 =3 OVX ROSUVA =3 OVXROSUVA
= OVXIAM 10 = OVX IAM
2 100+ m OVXIAMROSUVA g Em OVX IAM ROSUVA
50 =
0- 3 0-
Ry \s g v v
TP &S & & +‘§ &
& ¢ & O” &V O
Ky S ay Q
9 ¥ ) 2
oF o &
S &

Figura 11A: VAR-IP: Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD: (raiz quadrada da média do quadrado
das diferengas entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes). Apresentados em média dos
valores e * desvio padrao.

Figura 11 B- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio da
frequéncia) de ratas com niveis de estrégeno reduzidos (ooforectomizadas).
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Figura 11B: LF/HF: Balangco Simpatovagal; LF-IP (nu): Banda de Baixa Frequéncia do Intervalo de
Pulso em unidade normalizada; HF-IP (nu):Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade
normalizada. Apresentados em média dos valores e + desvio padréo.

Figura 11 C- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio da
frequéncia da PA) de ratas com niveis de estrogeno
reduzidos

(ooforectomizadas).
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Figura 11C: VAR-PAS: Variancia da Pressao Arterial Sistdlica; LF-PAS: banda de baixa frequéncia da
pressao arterial sistdlica em valores absolutos. Apresentados em média dos valores e * desvio
padrao.”p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX rosuva; 'p,0,05 = OVX IAM vs. OVX rosuva; *p<0,05 = OVX

rosuva vs. OVX.

Figura 11 D - Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (Sensibilidade
Barorreflexa espontinea) de ratas com niveis de estrégeno reduzidos
(ooforectomizadas).
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Figura 11D: BRR UP GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em subida; BRR DOWN GAIN
(SD): respostas de rampas barorreflexas em decida; BRR ALL GAIN (SD): respostas de rampas

barorreflexas totais. Apresentados em média dos valores e + desvio padréo.
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Podemos concluir que em ratas com concentragbes reduzidas de estrégeno
(ooforectomizadas com ou sem infarto), a administracdo de rosuvastatina n&o altera
os parametros da modulacédo autonémica cardiaca do simpatico e parassimpatico e
nem os parametros da sensibilidade barorreflexa espontanea (Figura 11A, 11B e 11D).
Ja a variabilidade da PA sistélica (VAR-PAS) aumentou de forma significante no grupo

nao infartado tratado com rosuvastatina como observado, na figura 11C.

d) Parametros ecocardiograficos

Como apresentado na Tabela 8, ndo houve diferengas entre ratas ooforectomizadas
sem infarto que foram tratadas ou ndo com rosuvastatina. Ja as ratas que foram
submetidas ao IAM apresentaram alteracdes morfofuncionais esperadas: aumento do
diametro diastdlico e dos volumes diastdlico e sistdlico do VE, redugao da funcao
contratil ou sistélica e também nos parametros relacionados a fungéo de relaxamento
ou diastodlica do VE quando comparado com os outros grupos nao infartados. No grupo
infartado tratado com rosuvastatina, alguns parametros foram diferentes do grupo néo
tratado, porém indicando piora no remodelamento ventricular: maiores valores do
tamanho do VE e significativo aumento da relagdo E/E’, que sugere maior pressao de

enchimento ventricular. (Figuras 12A, 12B, 12C).

Tabela 8- Parametros Ecocardiograficos de ratas com niveis de estrégeno
reduzidos (ooforectomizadas).

Parametros ovX OVX rosuva OVXIAM OVXIAM p
rosuva
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DDVE (mm) 6,9+0,3 64+ 0,7 7,8+ 0,6* 8,56+ 1,2 0,0025
VDVE (ul) 251,3+259 218,2+ 60,3 329,6 + 56,3% 405,1+116,1*%* 0,0022
VSVE (%) 50,3+ 8,2 46,1+ 6,8 23,6+ 7,5 259+ 55*# 0,0001
MVE (gr) 419,6 + 110,2 399,1+ 69,7 324,0+ 76,2 421,9+116,9 0,3572
FEVE (%) 79,774 759+ 7.2 52,1+ 11,4*& 48,8 + 8,8**# 0,0001
FAC (%) 72,6+55 734+ 4.1 29,06 +7,21*¢ 32,10 £ 11,15  0,0001
E/A 23+09 23+ 1.2 24+19 35+ 19 0,6011
E'/A' 1,4+0,2 1,1+0,5 1,7+£1,0 1,1+ 0,2 0,3659
E/E' -17,5+3,9 -19,1+ 6,1 -158+ 10,4 -295+ 7,1* 0,0242

Tabela 8: DDVE: didametro diastolico do ventriculo esquerdo; VDVE: volume diastélico ventricular
esquerdo; VSVE: volume sistélico do VE; MVE: massa ventricular esquerda; FEVE: fragdo de ejecao
ventricular esquerda; FAC: fragdo de encurtamento; E/A: Razdo Onda E/Onda A; E'/A": Razdo Onda
E’/Onda A; E/E' Razdo Onda E/ Onda E’. Apresentados em média dos valores e * desvio
padrdo.”p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX rosuva; #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX; *p<0,05 =
OVX IAM vs. OVX; &p<0,05 = OVX IAM vs. OVX rosuva.

Figura 12 A- Parametros Ecocardiograficos estruturais de ratas com niveis de
estrégeno reduzidos (ooforectomizadas).
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Figura 12A: DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; VDVE: volume diastdlico ventricular
esquerdo; VSVE: volume sistdlico do VE; MVE: massa ventricular esquerda. Apresentados em média
dos valores e + desvio padrdo. “p<0,05 = OVX |IAM rosuva vs. OVX rosuva; #p<0,05 = OVX IAM rosuva
vs. OVX; *p<0,05 = OVX IAM vs. OVX; &p<0,05 = OVX IAM vs. OVX rosuva.
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Figura 12 B - Parametros Ecocardiograficos de funcao sistélica de ratas com
niveis de estréogeno reduzidos (ooforectomizadas).
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Figura 12B: FEVE: fracao de ejecao ventricular esquerda; FAC: fragdo de encurtamento. Apresentados
em média dos valores e + desvio padrdo. “p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX rosuva; #p<0,05 = OVX
IAM rosuva vs. OVX; *p<0,05 = OVX IAM vs. OVX; &p<0,05 = OVX |IAM vs. OVX rosuva.

Figura 12 C - Parametros Ecocardiograficos de funcao diastélica de ratas com
niveis de estréogeno reduzidos (ooforectomizadas).

E/A E'/A' E/E'
6 3 0
= OVX =3 OVX =3 OVX
=1 OVX ROSUVA 3 OVX ROSUVA - 3 OVX ROSUVA
4 = OVX IAM 4 =3 OVX IAM = OVX IAM
BN OVX IAM ROSUVA B OVX IAM ROSUVA 204 B OVX IAM ROSUVA
2 2
30
=
0 0 awd—
& & & & &
& & & 60\\\’ *\‘:“ 6\;\‘* & (’QAV & &
o S I & st L
& ¢ & < O & L
<+ & o o« o 8
9 4 S \a S \a
& o K\

Figura 12C: Razdes entre as ondas ecocardiograficas: E'/A": Razdo Onda E’/Onda A’; E/A: Razdo Onda
E/Onda A; E/E' Razédo Onda E/ Onda E. Apresentados em média dos valores e * desvio padrao.
“p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX rosuva.

Podemos inferir que em ratas com concentragdes reduzidas de estrégeno
(ooforectomizadas) e infartadas a administragcdo de rosuvastatina ndo melhora
parametros de remodelamento cardiaco, e até mesmo tende a piorar a pressao de
enchimento ventricular (fungao diastdlica).
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4.3 Impacto da rosuvastatina nas ratas mimetizando um ciclo de vida
Para esta analise utilizaremos 4 grupos: ratas intactas sem tratamento; ratas

ooforectomizadas sem tratamento; ratas ooforectomizadas e infartadas sem
tratamento; ratas ooforectomizadas e infartadas tratadas com rosuvastatina. Em todos

os grupos foram incluidos 5 animais para a analise.

a) Parametros hemodinamicos

Ratas com estrogenos (ooforectomizadas) reduzidos apresentaram maiores
valores das PAS e PAM comparado com as ratas com estrogeno normal. Nao houve
diferenca nesses valores apds IAM. Ja o tratamento com rosuvastatina reduziu
significativamente tanto a PAS quanto a PAM. Nao houve diferencgas significativas nos
valores apresentados da PAD e FC nos 4 grupos estudados. A andlise isolada dos
valores de pressao arterial poderiam indicar um efeito protetor nas ratas com niveis
reduzidos de estrégeno e infartadas, devido o impacto na redugéo dos valores da PAS
e PAM (Tabela 9, Figura 13).

Tabela 9: Parametros hemodinadmicos em ratas mimetizando um ciclo de vida.

Parametros Intactas ovX OVX IAM OVX IAM p
controle rosuva

PAS (mmHg) 137,6 £ 3,9 143,4 + 3,4 142,27 +2,06 131,35+6,89% 0,0126

PAD (mmHg) 95,1+2,1 99,6 £ 5,1 97,78 £ 2,65 91,60 £ 6,75 0,0935

PAM (mmHg) 114,00+ 2,7 119,3+4,1 118,35+ 2,10 109,78 £ 6,76  0,0226

FC (bpm) 373,6+17,2 375,7+219 372,52+20,92 378,82+30,85 0,9867

Tabela 9: PAS: pressao arterial sistélica; PAD: presséao arterial diastolica; PAM: presséo arterial média;
FC: frequéncia cardiaca. Apresentados em média dos valores e * desvio padréo. #p<0,05 = OVX IAM
rosuva vs. OVX; ‘p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX |IAM.

Figura 13: Parametros hemodindmicos em ratas mimetizando um ciclo de vida.
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Figura 13: PAS: presséo arterial sistélica; PAD: presséo arterial diastdlica; PAM: pressao arterial média;
FC: frequéncia cardiaca. Apresentados em média dos valores e * desvio padrdo. #p<0,05 = OVX vs.
OVX IAM rosuva; ‘p<0,05 = OVX IAM vs. OVX |IAM rosuva.

b) Sensibilidade barorreflexa induzida por drogas

Com relacgao a resposta reflexa tanto de bradicardia quanto de taquicardia foi possivel
observar comportamento diferente entre os grupos. Os valores foram semelhantes
ratas com niveis de estrégeno normais ou reduzidos. Porém, os indices de bradicardia
e taquicardia foram significativamente menores no grupo com ooforectomia e IAM. De
forma significativa ambos os indice foram maiores nos grupos infartado e tratado com

rosuvastatina, comparados com os outros grupos (Tabela 10, Figura 14).

Tabela 10- indice de Bradicardia e de Taquicardia reflexas de em ratas
mimetizando um ciclo de vida.
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Parametros Intactas ovX OVX IAM OVX IAM P
controle rosuva

indice Bradicardia 1,4+ 0,1 1,3+0,1 0,7 +0,1%& 1,7 +0,2* 0,0001

indice Taquicardia 3,1+04 25+0,2 20+0,4% 42 + 0,3 0,0001

Tabela 10: Bradicardia = indice de bradicardia; Taquicardia= indice de taquicardia Valores apresentados
em média *+ desvio padrdo. ‘p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX IAM; $p<0,05 = OVX IAM vs. OVX;
&p<0,05 = OVX IAM vs. controle; #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX, *p<0,05 = OVX |IAM rosuva vs.
controle.

Figura 14 — indice de Bradicardia e de Taquicardia reflexas de ratas mimetizando
um ciclo de vida.
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Figura 14: Bradicardia = indice de bradicardia; Taquicardia= indice de taquicardia. Valores

apresentados em média + desvio padrdo. 'p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX |IAM; $p<0,05 = OVX |IAM
vs. OVX; &p<0,05 = OVX IAM vs. controle; #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX, *p<0,05 = OVX IAM
rosuva vs. controle.

Em conclusao, a perda de estrégeno tende a elevar a presséo arterial das ratas, sem
alterar de forma significativa a sensibilidade do barorreflexo. A ocorréncia de IAM n&o
reduziu a PA, mas alterou de forma significativa os indices de bradicardia e
taquicardia. A administracdo de rosuvastatina apés IAM teve impacto positivo na
modulagao do balango simpato-vagal.
c) Parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca e da PA
sensibilidade barorreflexa espontanea.

Os parametros autondmicos espontaneos analisados mimetizando o ciclo de vida

estao apresentados na Tabela 11.
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Como pode ser observado, ndo foram detectadas alteragcbes significativas na
variabilidade da FC ou da PA. O barorreflexo espontaneo também nao foi diferente
entre os grupos.

Tabela 11- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e da Pressao
Arterial e Sensibilidade Barorreflexa Espontianea de ratas mimetizando um ciclo
de vida.

VFC Intactas ovX OVX IAM OVX IAM P
controle rosuva

VAR-IP (ms?) 70,82 £70,53 26,96 +10,28 87,19+71,177 42,61+20,80 0,2441
RMSSD (ms) 5,890 + 2,62 4,13 +1,53 541 +1,54 4,79 £ 0,45 0,3028
LF-IP (ABS) (ms2) 444 + 421 1,52 + 1,01 2,98 +2,10 2,07 £ 0,93 0,0648
HF-IP (ABS) (ms?) 15,55 + 16,81 5,38 + 3,50 8,11 £ 3,98 6,49 + 1,37 0,3589
LF/HF 0,34 £ 0,14 0,43 +0,48 0,36 £ 0,15 0,31+£0,10 0,7931
LF-IP (%) 24,51+ 8,42 25,38 £ 16,99 26,05+ 7,30 23,29+6,32 0,9003
HF-IP (%) 75,49 £ 8,42 74,62 £ 16,99 73,95+ 7,30 76,71 £6,32 0,9003
VAR-PAS (mmHg?) 21,01 + 16,55 15,64 + 3,44 15,57 + 6,11 15,63 + 2,11 0,4467
LF-PAS (mmHg) 578 +4,77 3,95+ 2,03 3,52+2,16 3,42 £ 0,87 0,2270
BRR UP AGAIN 2,88 £ 1,63 2,17 £ 0,96 2,36 £ 1,02 2,50+ 0,94 0,6212
(SD)

BRR DOWN 1,50 + 0,50 1,32 £ 0,69 2,15+ 1,13 1,88+ 1,13 0,4718
AGAIN (SD)
BRR ALL AGAIN 2,49 +1.19 1,91 +0,72 2,34 £ 0,70 2,35+0,92 0,5408
(SD)
INDICE ALFA 0,90 £ 0,25 0,59 + 0,26 1,12+ 0,48 0,78 £ 0,24 0,1258

Tabela 11: VAR-IP: Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD: (raiz quadrada da média do quadrado das
diferencas entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes); LF-IP (ABS):Banda de Baixa
Frequéncia do Intervalo de Pulso; HF-IP (ABS): Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso; LF/HF:
Balangco Simpatovagal; LF-IP (nu): Banda de Baixa Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade
normalizada; HF-IP (nu):Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade normalizada; VAR-
PAS: Varidncia da Pressao Arterial Sistdlica; LF-PAS: banda de baixa frequéncia da pressao arterial
sistdlica em valores absolutos; BRR UP GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em subida; BRR
DOWN GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em decida; BRR ALL GAIN (SD): respostas de
rampas barorreflexas totais. Apresentados em média dos valores e + desvio padréo.

Figura 15 A- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio do
tempo) de ratas mimetizando um ciclo de vida.
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Figura 15A: VAR-IP: Variancia do Intervalo de Pulso; RMSSD: (raiz quadrada da média do quadrado

das diferengas entre os intervalos das ondas R-R normais adjacentes). Apresentados em média dos
valores e * desvio padrao.

Figura 15 B- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio da
frequéncia) de ratas mimetizando um ciclo de vida.
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Figura 15B: LF/HF: Balango Simpatovagal; LF-IP (nu): Banda de Baixa Frequéncia do Intervalo de
Pulso em unidade normalizada; HF-IP (nu):Banda de Alta Frequéncia do Intervalo de Pulso em unidade
normalizada. Apresentados em média dos valores e + desvio padrao.

Figura 15 C- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (dominio de
frequéncia da PA) de ratas mimetizando um ciclo de vida.
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Figura 15C: VAR-PAS: Variancia da Pressao Arterial Sistolica; LF-PAS: banda de baixa frequéncia da
pressao arterial sistdlica em valores absolutos. Apresentados em média dos valores e * desvio padrao.

Figura 15 D- Parametros da Variabilidade da Frequéncia Cardiaca (Sensibilidade
Barorreflexa espontanea) de ratas mimetizando um ciclo de vida.
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Figura 15D: BRR UP GAIN (SD): respostas de rampas barorreflexas em subida; BRR DOWN GAIN
(SD): respostas de rampas barorreflexas em decida; BRR ALL GAIN (SD): respostas de rampas
barorreflexas totais. Apresentados em média dos valores e * desvio padrao.

Com relacdo as variaveis obtidas de forma espontanea. Em ratas, a perda de
estrégeno seguida de IAM nao se associou a alteragdes autonémicas. A administragédo

de rosuvastatina apés IAM também nao influenciou essas variaveis.
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c) Parametros ecocardiograficos

Como pode ser observado na Tabela 12, as variaveis analisadas apos 28 dias de IAM,

quando comparados aos grupos intacta e ooforectomizadas, apresentaram
significativas mudancas na geometria do VE: aumento do didmetro diastolico e dos
volumes diastdlico e sistolico, bem como da massa do VE (Figura 16A), menor fungao
sistélica (Figura 16B), e piora da diastdlica evidenciado pelo aumento da relagao E/A
e E/E’ (Figura 16C). A administracdo de rosuvastatina teve aumento no didmetro do
VE, aumento dos volumes diastdlico e sistdlico finais e aumento significativo da
pressdo de enchimento ventricular, sugerindo piora na fungdo de relaxamento

ventricular.

Tabela 12- Parametros Ecocardiograficos de ratas mimetizando um ciclo de vida.

Parametros Intactas ovX OVXIAM OVXIAM P
controle rosuva

DDVE (mm) 6,7+ 0,3 6,9+0,3 78+ 0,6 85+ 1,2+# 0,0111
VDVE (ul) 238,8 + 29,6 251,3+ 25,9 329,6 + 56,3 405,1+116,1 **  0,0056
VSVE (%) 455+ 0,8 50,3 £ 8,2 21,5+ 7,58 19,6 £ 5,1% 0,0001
MVE (gr) 376,6 + 42,5 419,6 £+ 110,2 2851+ 24,3 4219+ 116,9 0,2525
FEVE (%) 756 £ 1,1 797174 52,1+ 11,4*¢& 48,8 + 8,8* 0,0001
FAC (%) 72,3+ 6,3 726 +5,5 29,06 +7,21*% 32,10+ 11,15*  0,0001
E/A 1,8 + 0,2 2,3+0,9 24+19 356+ 19 0,2512
E'/A' 1,5+ 0,3 1,4+0,2 3,2+3,6 1,1+ 0,2 0,3234
E/E' -15,2+ 29 -17,5+ 3,9 -15,8+ 10,4 -29,5+ 7,1%# 0,0137

Tabeal 12: DDVE: diametro diastélico do ventriculo esquerdo; VDVE: volume diastolico ventricular
esquerdo; VSVE: volume sistélico do VE; MVE: massa ventricular esquerda; FEVE: fragdo de ejecao
ventricular esquerda; FAC: fragao de encurtamento; E/A: Razdo Onda E/Onda A; E'/A": Razdo Onda
E’/Onda A’; E/E' Razao Onda E/ Onda E’. Apresentados em média dos valores e * desvio padrao.
#p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX; *p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. controle; ‘p<0,05 = OVX IAM vs.
OVX; 4p<0,05 = OVX IAM vs. Controle.

Figura 16 A- Parametros Ecocardiograficos estruturais de ratas mimetizando um
ciclo de vida.
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Figura 16A: DDVE: didmetro diastélico do ventriculo esquerdo; VDVE: volume diastdlico ventricular
esquerdo; VSVE: volume sistdlico do VE; MVE: massa ventricular esquerda. Apresentados em média
dos valores e * desvio padrdo. #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX; *p<0,05 = OVX IAM rosuva vs.
controle; "'p<0,05 = OVX IAM vs. OVX; &p<0,05 = OVX IAM vs. controle.

Figura 16 B - Parametros Ecocardiograficos de funcao sistélica de ratas
mimetizando um ciclo de vida.
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Figura 16B: FEVE: fracao de ejecao ventricular esquerda; FAC: fragdo de encurtamento. Apresentados
em média dos valores e + desvio padrdao. #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX; *p<0,05 = OVX |IAM
rosuva vs. controle; 'p<0,05 = OVX IAM vs. OVX; ép<0,05 = OVX IAM vs. controle.

Figura 16 C - Parametros Ecocardiograficos de funcao diastolica de ratas
mimetizando um ciclo de vida.
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Figura 16C: Razdes entre as ondas ecocardiogréficas: E'/A": Raz&do Onda E'/Onda A’; E/A: Razdo Onda
E/Onda A; E/E' Razdo Onda E/ Onda E. Apresentados em média dos valores e *+ desvio padréo.
“p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX IAM; #p<0,05 = OVX IAM rosuva vs. OVX; *p<0,05 = OVX IAM
rosuva vs. Controle.

Em conjunto, pode-se concluir que a administragao de rosuvastatina, apesar de
melhorar a sensibilidade reflexa em resposta as drogas vasoativas, piorou o
remodelamento ventricular, associado a redugao dos valores de PA.

Os dados apontaram para um efeito de melhora da sensibilidade barorreflexa durante
grandes variacoes da PA em ratas com reducado de estrogeno (ooforectomizadas),
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mas um efeito ndo protetor da rosuvastatina no remodelamento cardiovascular apos
IAM.

5. DISCUSSAO

No presente estudo, testamos a hipbétese que a rosuvastatina pode melhorar o

controle reflexo cardiovascular de ratas com diferente disponibilidade de estrogeno
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(intactas e ooforectomizadas) apos |AM, influenciando de forma positiva a fungéo
ventricular, sendo portanto, um importante adjuvante no tratamento medicamentoso
apdés um evento isquémico.

O achado mais importante deste estudo foi evidenciar que, de fato, a administracao
de rosuvastatina melhorou o controle autonémico cardiovascular, caracterizado pela
maior sensibilidade barorreflexa nos grupos de ratas tratadas. Essa resposta pode
ser detectada nas ratas com valores basais de estrogeno eram normais (intactas)
infartadas e também de ratas com redugédo do estrégeno (ooforectomizadas). Além
disso, ocorreu um pequeno mas significante impacto na redugado da PAS e PAM de
alguns grupos de ratas tratadas.

Atualmente, estudos tém demonstrado que a capacidade da modulacao autonémica
cardiaca esta alterada em algumas manifestacbes de DCV, favorecendo de forma
significativa o desenvolvimento de eventos cardiacos fatais. Em pacientes apos IAM,
demonstrou-se que a menor sensibilidade baroreflexa € preditora de morte subita de
forma independente da fragdo de ejecgdo. (%) Fato semelhante também é observado
em pacientes com IC mesmo que estejam em uso de betabloqueadores.””) Assim, a
presenca de alteragao no balango simpato-vagal (hiperatividade simpatica e redugao
da modulagao vagal) tem influéncia na morbimortalidade de uma populagao de risco.
Terapéuticas voltadas a reestabelecer esse equilibrio podem ter importancia na
evolugao dos pacientes. De fato, o uso de bloqueadores da atividade simpatica sao
fundamentais no acompanhamento de pacientes com IC e pds-evento isquémico do
miocardio. Estudos recentes também apontam para a possibilidade de se intervir no
aumento da atividade vagal para restabelecer o desequilibrio do SNA. (/8

Estd bem estabelecido na literatura que a privacdo dos horménios ovarianos
contribuem para o comprometimento sistema cardiovascular que € um dos principais
fatores de risco para a saude cardiovascular em mulheres. 23 45 46) Ademais, os
estudos sugerem que a terapia de reposi¢ao hormonal com estrogeno parece atenuar

o processo de reducao da VFC com o aumento da idade, promovendo reducao da

atividade simpatica sobre o coragio. (7. 80)

Isso pode explicar o aumento da incidéncia de doengas cardiovasculares observada
na pos-menopausa nas mulheres conforme ja foi relatado na literatura. "
82, 83) Em ratas ooforectomizadas estudos demonstraram que o horménio estrogénio

influencia no sistema autondmico. (84 8%)
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Em concordancia com os resultados deste estudo, nosso grupo havia previamente
observado que a privagéo dos hormoénios ovarianos como o estrogénio pode agravar
a disfuncéo endotelial e afetar o sistema de controle autbnomo o que contribuem para
o comprometimento do controle cardiovascular. % Em nosso estudo evidenciamos
melhora nos parédmetros hemodinamicos PAS e PAM no grupo de ratas com niveis
reduzidos de estrogeno e infartadas tratadas com rosuvastatina reduzindo o risco de
DCV. Dentre os mecanismos fisiopatologicos envolvidos poderiamos citar a melhora
do controle autonémico e a melhora da fungao

endotelial. (%)

O barorreflexo foi reconhecido como um importante marcador de controle autonémico,
ou seja, se desregulado pode ser um preditor de mortalidade cardiovascular, ) pois
representa um dos mecanismos mais importantes para o controle batimento-a-
batimento da PA, exercendo controle rigoroso sobre a atividade simpatica e a atividade
parassimpatica eferente. 8 O comprometimento da funcgédo dos barorreceptores pode
ocasionar menor capacidade do sistema em reduzir as variagdes de pressao arterial,
tanto em repouso quando apos estimulos, levando a manifestacdo de mudangas mais
bruscas na PA, o que pode trazer complicagdes para o sistema CV. Em revisado
recente, foram apresentadas evidéncias de que pacientes que apresentam variagdes
da PA em curto prazo ou mesmo em afericdes durante consultas médicas tém maior
risco de desfechos cardiovasculares. 9

A privagao do estrogeno, induz o aumento da PA associado a modulagao simpatica e
comprometimento da sensibilidade barorreflexa em ratos avaliados apés oito semanas
da ooforectomia, conforme foi demonstrado anteriormente em estudos

do nossOo grupo. (90, 91, 88)

A PA em mulheres tende a aumentar com a idade e a menopausa. A fungao
barorreflexa € o principal regulador da PA.(®2) Utilizando a avaliagédo da sensibilidade
barorreflexa induzida através de estimulos farmacoldgicos obtivemos dados bem
diferentes dos resultados obtidos com as andlises da variabilidade e sensibilidade
espontaneas, com os animais livres nas gaiolas. Nado detectamos alteragdes nos
dados em repouso, enquanto que apos estimulos vasopressores, as alteragcdes, bem
como o efeito benéfico da rosuvastatina ficou evidente. Esperavamos uma

concordancia entre os métodos que nao ocorreu. Podemos inferir que o numero
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pequeno de animais por grupo possa ter impactado de forma a ndo discriminarmos
diferencas na variabilidade espontanea (grande desvio padrdo das médias).

Estudos anteriores do nosso grupo realizado em ratos Wistar saudaveis analisou a
sensibilidade barorreflexa apds estimulos vasopressores e também demonstrou que
a privagdo de hormoénio ovariano induz aumento da pressao arterial e leva ao
comprometimento da sensibilidade barorreflexa. (€7 88)

Em relacdo a VFC que pode ser descrita pela constante variagcdo dos batimentos
cardiacos. A analise da VFC é um método nao invasivo que permite avaliar o controle
autonémico cardiaco nos intervalos de cada batimento (intervalos R-R). (%) Estudos
indicam que o processo de envelhecimento ocasiona uma reducédo da VFC devido a
diminuigdo do tonus vagal e aumento da atividade simpatica. ©3 %) Qutro estudo
relatou que a privagao de estrogeno e o alto estresse oxidativo causam hiperatividade
simpatica e desequilibrio simpatico-vagal cardiaco, aumentando o LF/HF. )

A idade foi citada em outro estudo ®®) como o principal fator responsavel por reducdo
da VFC no envelhecimento. Reforgando a condigdo de que privagdo do estrégeno
reduz os indices de atividade vagal e também os indices que refletem a atividade
simpatica do coragéo, ou seja, também diminui a VFC. (697

Em nosso estudo demonstramos diferentes grupos de ratas mimetizando o ciclo de
vida, ou seja, os experimentos foram realizados em ratas com niveis normais de
estrégeno (intactas) e também ratas com niveis reduzidos de estrégeno
(ooforectomizadas), simulando assim o envelhecimento, porém ndo observamos
diferengas significativas relacionadas a VFC em nenhum dos grupos analisados.
Apenas uma diminuicdo no parametro VAR-PAS no grupo de ratas com niveis
reduzidos de estrégeno (ooforectomizadas) e infartadas tratadas com rosuvastatina
quando comparado com os outros grupos do nosso estudo, Esperavamos uma
concordancia entre os métodos que nao ocorreu. Podemos inferir que o numero
pequeno de animais por grupo possa ter impactado.

Em relacdo ao remodelamento cardiaco, evidéncias substanciais apoiam o papel
benéfico das estatinas no retardo da remodelagéo cardiaca e hipertrofia. (% Em nosso
estudo para avaliagdo do remodelamento cardiaco foi realizado o exame de
ecoDopllercardiograma.

O exame de ecocardiograma € considerado a técnica de imagem de primeira linha

para a deteccdo de doencga cardiaca estrutural. Ele também possibilita identificar os
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diagnosticos de cardiomiopatias isquémicas e n&o isquémicas. Pacientes que
apresentam IAM repentino apresentam FEVE > 35%, demonstrando a baixa
sensibilidade da FEVE como um fator de estratificagdo de risco. (%9

Em animais o exame ecocardiografico ja vem sendo utilizado rotineiramente. Ele
permita avaliar a morfologia e a fungdo cardiaca. Uma das principais informagdes
obtidas € a quantificacdo da fungao sistdlica do ventriculo esquerdo, por meio do
calculo das fragbes de ejegdo e fragdo de encurtamento. (100,101, 102)

Como esperado, o diametro e volumes do VE apresentaram suas fungdes
significativamente comprometidas no grupo de ratas infartadas (independente do nivel
de estrégeno) em comparacgado com o grupo de ratas intactas com niveis de estrégeno
normal e também no grupo de ratas com niveis de estrogeno reduzido
(ooforectomizadas). A FEVE reduzida caracterizou a disfungéo sistélica e o E/E' o
enchimento anormal do VE - disfungao diastdlica. No entanto, as ratas infartadas com
niveis reduzidos de estrégeno (ooforectomizadas) tratadas com rosuvastatina,
mostrou um pequeno, mas significativo aumento da relagdo E/E', sugerindo um
impacto negativo da rosuvastatina na funcéo diastdlica do VE no inicio numa fase
subaguda do |IAM.

A disfuncéo diastélica do VE ocorre com o relaxamento do VE prejudicado e aumento
da rigidez da camara do VE, o que aumenta pressdées de enchimento. Além disso,
estudo indica que o envelhecimento traz diversas alteracbes cardiacas como a
desaceleracao do relaxamento do VE, que pode levar a disfuncgao diastdlica. (103)

Um estudo realizado em humanos demonstrou que o aumento da pressao do
ventriculo esquerdo, ou seja, a disfuncao diastolica, ocorre de forma silenciosa, sendo
um achado incidental em aproximadamente 25 a 30% dos individuos acima de 45
anos e aumenta o risco de complica¢des cardiacas. (194

Em nosso estudo no periodo de analise verificou-se aumento do DDVE entre os
grupos de ratas infartadas e controle, caracteristico da progressédo do IAM que leva a
insuficiéncia cardiaca. Nesse aspecto o tratamento com rosuvastatina néo

demonstrou ser positivo para prevencao da disfuncao diastdlica.

O estudo da funcgao diastélica do VE é de grande importancia, tendo em vista
que as alteragcdes no enchimento do ventriculo podem anteceder a disfuncéo sistdlica.
(105 O exame ecocardiografico & factivel para avaliagdo da fungédo diastolica é a

analise das velocidades do fluxo transmitral, durante a fase inicial do enchimento
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diastdlico do ventriculo esquerdo, representado pela onda E, e do enchimento
ventricular durante a contracao atrial, expressa pela onda A. Um estudo sugere que a
disfungao diastdlica esta presente quando observamos valores menores de onda E e
da relagdo E/A, quando comparados com o grupo controle. (1%) Em nosso estudo as
variaveis ecocardiograficas relacionadas a razdo E'/A', E/A ndo apresentaram
diferencgas significativas, porém a razao E/E', apresentou valores maiores nos grupos
de ratas com niveis reduzidos de estrogeno (ooforectomizadas) com ou sem infarto
tratadas com rosuvastatina quando comparados com os grupos sem tratamento.
Uma pesquisa com idosos sedentarios saudaveis indicou que 0s mecanismos
responsaveis pela disfuncao diastolica pode estar relacionados a rigidez da camara
do VE e também a desaceleracdo do relaxamento miocardico, o que pode ser
responsavel pela diminuicdo na razdo E/A e também na velocidade E' do exame de
ecocardiografia, porém ainda ndo ha um consenso entre os estudos. (13
Nossos dados confirmaram os mecanismos da disfuncao diastélica demonstrado na
pesquisa acima, pois pudemos observar que houve alteragdes significativas na razao
E/E', além de alteragbes nos parametros DDVE e VDVE, relacionados aos grupos de
ratas sem redugao de estrégeno (intactas) e infartadas e ratas com reducao dos niveis
de estrogeno (ooforectomizadas) e infartadas tratadas com rosuvastatina, podendo
inferir que a estatina ndao atua como fator cardioprotetor para ratas com niveis
reduzidos de estrogénio que possuem risco de DCV, além de nao observar melhora
na prevengao do remodelamento cardiaco.
Um estudo realizado com objetivo de comparar os efeitos de lipofilico (atorvastatina)
versus hidrofilico (rosuvastatina) na fungdo ventricular esquerda, biomarcadores
inflamatdrios e de fibrose em pacientes com IC crénica, foi analisado em 85 pacientes,
gue iniciou a terapia direcionada para receber atorvastatina 40 mg ou rosuvastatina
20 mg durante 6 meses. Os resultados do estudo sugerem que o impacto da
atorvastatina lipofilica € maior em comparagao a rosuvastatina hidrofilica em pacientes
com IC no que diz respeito a melhora do ventriculo esquerdo, fragéo de ejegéo. (8
Um estudo experimental realizado em ratas fémeas infartados tratadas com
rosuvastatina durante 7 semanas, observou que apds o tratamento com a estatina, os
animais exibiram uma maior elastancia no final da sistole e menor pressao diastdlica
final do VE. Além disso, o estudo demonstrou que a estrutura morfofuncionais esta
relacionada a parede infartada foi mais espessa nos ratos tratados. Diante disso, os
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autores sugerem que o efeito da atorvastatina é independente do tamanho do infarto
e deve-se em parte a redugdo da fibrose miocardica observada. (197)

Um estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, com 71
pacientes (entre eles 55 eram homens), testou hipétese de que o tratamento com
rosuvastatina reduziria ou até mesmo reverteria a remodelagao ventricular esquerda
na cardiomiopatia dilatada. Os pacientes foram randomizados para 10 mg de
rosuvastatina ou placebo e tiveram acompanhamento durante 6 meses e verificou que
o tratamento com rosuvastatina ndo melhora a fragcdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo em pacientes com dilatagdo cardiomiopatia. ()

Nossos dados corroboram com os dados do estudo acima, pois o tratamento com a
rosuvastatina n&o foi positivo para o remodelamento cardiaco em nenhum dos grupos
estudados.

Existem estudos que indicam que o tratamento com a rosuvastatina em altas doses
pode trazer beneficios no remodelamento cardiaco. Em nosso estudo né&o
comparamos diferentes doses de rosuvastatina. Foram administradas doses baixas
da estatina.

Uma pesquisa realizada com 137 pacientes com o objetivo de observar os efeitos de
diferentes doses de rosuvastatina na protecao cardiaca em pacientes com sindrome
coronariana aguda (ACS) apdés o implante de stent, observou que o uso de
rosuvastatina apresentou resultados positivos apds trés meses de tratamento. A
pesquisa observou uma dose alta de rosuvastatina pode atrasar a remodelagao
cardiaca, efetivamente inibe a remodelagdo maligna do coragédo, melhora a fungéo
sistolica do ventriculo esquerdo e reduz a prevaléncia de eventos adversos eventos,
consequentemente melhora o progndstico a longo prazo. (/°)

Outro estudo investigou os efeitos da rosuvastatina em altas doses na remodelagao
ventricular e fungao cardiaca no infarto do miocardio com elevacédo do segmento ST
(STEMI), durante dois anos em 93 homens e mulheres que foram divididos em dois
grupos. Um que recebeu a dose convencional de rosuvastatina, 10 mg e outro grupo
que recebeu alta dose de rosuvastatina, 20 mg. O estudo sugere que a rosuvastatina
em alta dose foi melhor do que a dose convencional rosuvastatina para melhorar o
metabolismo dos lipidios do sangue, reduzindo a resposta inflamatéria, e prevenir e

tratar a remodelacéo ventricular e fibrose miocardica. (69

Outro estudo realizado em ratos com o objetivo de investigar o mecanismo da

rosuvastatina na preservacao da funcdo cardiaca apdés o IAM demonstrou que os
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parametros ecocardiograficos apresentaram melhora da morfologia e preservacéo da
funcdo cardiaca. O tratamento com rosuvastatina foi significativo no 10° dia apés o
IAM e o volume do ventriculo esquerdo manteve uma tendéncia de redugao no 28° dia
apos o IAM. (©6)

Nossos resultados ndo corroboram com os achados mencionados acima, pois foi
possivel inferir que o tratamento com rosuvastatina piorou o remodelamento cardiaco
em ratas ap6s infarto. Outro ponto importante € que nossa analise foi realizada apos
30 dias de tratamento com rosuvastatina, sendo pouco tempo de avaliagdo. Podemos
inferir que o tratamento com a rosuvastatina ndo tem impacto no remodelamento
cardiaco agudo, pois ndo houve melhora dos parametros analisados. Além disso,
nenhuma pesquisa mencionada acima realizou os estudos somente em mulheres ou
ratas fémeas a fim de identificar se os hormdnios femininos interferem no resultado
positivo do tratamento com a rosuvastatina.

Em resumo, podemos afirmar que o impacto do efeito clinico no tratamento com a
rosuvastatina em ratas com niveis normais ou reduzidos de estrégeno
(ooforectomizadas) com ou sem IAM, demonstra ser favoravel, para melhora da
sensibilidade barorreflexa. Observamos melhora dos parametros hemodinamicos
como a PAS e PAM no grupo de ratas ooforectomizadas e infartadas. Nao
evidenciamos, entretanto, melhora no remodelamento cardiaco e sim piora da funcao

diastodlica.

6. CONCLUSAO

O presente estudo nos permite concluir que o impacto do tratamento com
rosuvastatina consegue modular o sistema nervoso autonémico em ratas com niveis
reduzidos de estrogénio (ooforectomizadas) com ou sem IAM.

Os dados sugerem que o efeito clinico da rosuvastatina é significativo para melhora

da Sensibilidade do Barorreflexo, independente da concentragdo de estrégeno em
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ratas com ou sem infarto. Além disso, houve uma redugdo nos parametros
hemodinamicos como a PAS e PAM em ratas com nivel de estrégeno reduzido
(ooforectomizadas) e infartadas. Em relacdo ao remodelamento cardiaco o a
administracdo de rosuvastatina nao traz beneficios, pois houve uma tendéncia de
piora dos parametros morfofuncionais com piora da disfuncéo diastdlica do ventriculo
esquerdo.
Como limitagdo do estudo teve-se a amostra pequena.

Os dados obtidos nessa pesquisa devem servir de reflexdo acerca do assunto.
Sugerimos que estudos futuros nessa area venham a investigar o impacto da
rosuvastatina na inflamacao pdos IAM, além de analisar diferentes doses trazendonos
preciosas informacgdes que contribuiriam para elucidar a interacdo da atividade

autondmica e resposta no remodelamento ventricular pés IAM em fémeas.
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