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RESUMO

Distarbios hipertensivos da gestagdo sdo as principais causas de mortalidade materna e fetal,
sendo caracterizados por elevacdes da pressdo arterial materna e que podem comprometer o
desenvolvimento fetal. A patogenia ainda ¢ uma incognita, porém hé teorias de que ocorra
diminuicdo da plasticidade dos vasos da interface materno-fetal, isquemia placentaria
acompanhada da disfuncdo endotelial materna. Recentemente, sugere-se que alguns
mediadores enddgenos podem estar relacionados e que parecem participar da patogenia da
hipertensao gestacional, a saber: a diminui¢do da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) ¢ a
atividade elevada das metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs). Portanto, esse estudo
objetivou avaliar o impacto da pravastatina sobre as MMPs, uma vez que, esta estatina
revelou aumentar a biodisponibilidade de NO e apresentou efeitos antioxidantes em modelo
experimental de hipertensdo gestacional em ratas e ndo afetou o desenvolvimento fetal. Para
atingirmos este objetivo, ratas prenhes foram divididas em quatro grupos: prenhes
normotensas (Norm-Preg); prenhes tratadas com pravastatina (Norm-Preg+Prava); prenhes
hipertensas (HTN-Preg) e prenhes hipertensivas tratadas com  pravastatina
(HTN—Preg+Prava). A hipertensao em ratas prenhes foi induzida pelo modelo DOCA-sal. Foi
registrado a pressdo arterial das ratas, o peso das placentas, bem como foi examinado a
atividade gelatinolitica da MMP-2, os metabdlitos do NO e balang¢o redox. Além disso, a fim
de avaliarmos a fungdo endotelial das ratas, foi realizada a técnica de reatividade vascular em
aorta abdominal. Os principais efeitos da pravastatina observados foram a atenuagdo da
pressao arterial, a diminuicdo da contra¢do do musculo liso da aorta abdominal com
concomitante aumento da vasodilatagdo no grupo das ratas hipertensas tratadas com
pravastatina, nesse grupo também foi observado aumento da biodisponibilidade do NO e
diminui¢do da atividade da MMP-2. Nés concluimos que os efeitos pleiotropicos associados a
pravastatina no tratamento da hipertensdo gestacional, preveniu a disfuncdo vascular e o

desbalanco angiogénico.

Palavras-chave: hipertensao gestacional, metaloproteinases, antioxidante, pravastatina.



ABSTRACT

Hypertensive disorders of pregnancy are the main causes of maternal and fetal mortality,
characterized by elevations in maternal blood pressure which may compromise fetal
development. The pathogenesis is still unknown, but there are theories that there is a decrease
in the plasticity of the vessels of the maternal-fetal interface, placental ischemia accompanied
by maternal endothelial dysfunction. Recently, it has been suggested that some endogenous
mediators may be related and they seem to participate in the pathogenesis of gestational
hypertension, namely: the decrease in the bioavailability of nitric oxide (NO) and the high
activity of extracellular matrix metalloproteinases (MMPs). Therefore, we aimed to evaluate
the impact of pravastatin on MMPs, since this statin has been shown to increase the
bioavailability of NO and has provided antioxidant effects in hypertensive pregnant rats
without affecting fetal development. To achieve this aim, pregnant rats were divided into four
groups: normotensive pregnant (Norm-Preg); pregnant rats treated with pravastatin
(Norm-Preg+Prava); hypertensive pregnant rats (HTN-Preg) and hypertensive pregnant rats
treated with pravastatin (HTN—Preg+Prava). Hypertension in pregnant rats was induced by
the DOCA-salt model. The blood pressure of the rats and placentas and pups weights were
recorded, as well as gelatinolytic activity of MMP-2, the metabolites of NO and redox
balance were examined. In addition, in order to assess the endothelial function of rats, we
performed the technique of vascular reactivity in the abdominal aorta. The main effects of
pravastatin observed were the decrease in blood pressure, the decrease of contraction with
concomitant increase of vasodilatation in the abdominal aorta in group hypertensive pregnant
rats treated with pravastatin, in this group also were observed increase in NO bioavailability
and attenuated MMP-2 activity. We conclude that pleiotropic effects associated with
pravastatin treatment against hypertension in pregnancy, prevented vascular dysfunction and

angiogenic imbalance.

Keywords: Gestational hypertension, metalloproteinases, antioxidant, pravastatin.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), os disturbios hipertensivos
da gestagdo constituem a primeira causa de morbidade e mortalidade materna-fetal. As

sindromes hipertensivas da gestacdo podem ser classificadas em quatro tipos, sendo (1):

1 - Hipertensao arterial crénica - na qual a gestante apresenta historico de pressao
arterial prévia a gestacdo, ou quando o aumento da pressdo arterial ¢ identificada e

diagnosticada antes da 20* semana de gestacao;

2 - Hipertensdo gestacional - ¢ a identificacdo de hipertensdo em gestantes
previamente normotensas, sem a presenga de lesdo de orgdos-alvo e proteinuria, a partir da
20* semana de gestacdo, apresentando riscos de evolugdo para pré-eclampsia. Geralmente,
essa condicdo desaparece até 12 semanas ap6s o parto. Contudo, a persisténcia dos niveis
pressoricos elevados deve ser reclassificada como hipertensdo arterial cronica, que foi

mascarada pelas alteragdes fisiologicas da primeira metade da gestagao (2);

3- Pré-eclampsia/eclampsia - ¢ diagnosticada quando os sintomas apresentados incluem
hipertensdo arterial (valor de pressdo arterial > 140 e/ou 90 mmHg) e a presenca de
proteinuria (300 mg em urina de 24 horas ou relagdo proteina/creatinina urindrias > 0,3
mg/dL) e/ou lesdo de o6rgldos-alvo (trombocitopenia, disfungdo hepatica, insuficiéncia renal,
edema pulmonar, iminéncia de eclampsia ou eclampsia), apds a 20* semana de gestacao (3).
Além disso, a associacao de hipertensao arterial com sinais de comprometimento placentario,
como restricdo de crescimento fetal e/ou alteragdes dopplervelocimétricas, também deve

chamar atencdo para o diagnostico de pré-eclampsia, mesmo na auséncia de proteinuria (3);

4 - Pré-eclampsia sobreposta a hipertensdo arterial crénica - esse diagnostico ¢
estabelecido quando (a) apos, a 20* semana de gestacdo, ha o aparecimento ou a piora da
proteinuria detectada na primeira metade da gravidez; (b) ha a necessidade de intervengao
terapéutica com anti-hipertensivos ou incremento das doses terapéuticas iniciais; (c) ha

disfuncdo de orgaos-alvo (4).

Aproximadamente, 10% a 15% das mortes maternas diretas estdo relacionadas a
pré-eclampsia/eclampsia. A pré-eclampsia (PE) ¢ uma patologia multissistémica do ciclo

gravidico puerperal, cuja etiologia ¢ desconhecida, porém acredita-se que seja multifatorial



(4). Ha duas formas que a PE pode se apresentar, sendo uma a pré-eclampsia placentéria e a

pré-eclampsia materna (4,5,6).

A etiologia da PE placentaria ¢ multifatorial e pode envolver predisposicdo genética,
ambiental e nutricional, ma adaptacdo imunoldgica e fatores raciais que levam a uma
placentacdo anormal, caracterizando uma fisiopatologia composta por inflamagao exacerbada,
disfuncdo endotelial e distarbios imunologicos (7,8). Em gestacdes saudaveis, as artérias
espiraladas uterinas alteram seu fenotipo de vasos de alta resisténcia para vasos de baixa
resisténcia, o que permite prover uma adequada implantagdo e crescimento do feto, que
ocorre pela invasao trofoblastica normal (9). Entretanto, uma das teorias que podem explicar,
ao menos em parte sua patogénese, ¢ baseada na invasdo trofoblastica deficiente que resulta
em vasos de alta resisténcia e circulacdo placentaria com baixo fluxo (10), que ocorre devido
a falha da célula trofoblastica em alterar seu perfil de expressdo de molécula de adesdo
caracteristica de célula epitelial para célula endotelial. A PE também ¢ caracterizada pelo
predominio de fatores antiangiogénicos, como o s-Flt e a s-Endoglina. Além disso, ha uma
mudanca do padrdo de células imunologicas T helper 1 para células T helper 2, as quais
favorecem o desbalanco prostaciclina/tromboxano A2, a redug¢do da biodisponibilidade de
vasodilatadores como o 6xido nitrico (NO), o aumento de vasoconstritores como a endotelina
(ET-1), o aumento da formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a desregulagao do
sistema renina angiotensina, ocasionando um aumento do tonus vascular, hipertensdo arterial
e disfungdo endotelial. O desbalangco entre a biodisponibilidade de vasodilatadores e
vasoconstritores, pode explicar a causa da restrigdo do crescimento intrauterino (11).
Ademais, as espécies reativas de oxigénio em excesso resultam em estresse oxidativo e
podem causar a ativagdo das metaloproteinases de matriz (12). As metaloproteinases de
matriz (MMPs) pertencem a uma familia de enzimas proteoliticas zinco-dependentes e sdo
expressas em diversos tecidos, como musculo liso vascular, células endoteliais, fibroblastos e
células inflamatorias (13). As MMPs podem ser classificadas a partir da sua afinidade por
determinados substratos que degradam, sendo classificadas em: colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas ¢ de membrana (14). A gelatinase MMP-2 tem sido associada a
doencas cardiovasculares, pois provoca degradacao excessiva dos componentes da matriz
extracelular ocasionando um remodelamento vascular hipertensivo que inclui disfungdo
endotelial, espessamento da parede, hipertrofia e hiperplasia das células musculares lisas dos
vasos, migracdo, proliferagdo e apoptose celular (15,16). Além disso, a PE placentaria pode

envolver a lesdo de 6rgdos-alvo, que inclui os rins, nos quais € possivel observar o



comprometimento do fluxo sanguineo e filtracdo glomerular, além de endoteliose e aumento
da excrecdo de acido urico e creatinina; o figado, no qual pode ser observado o aumento da
resisténcia vascular, deposito de fibrina nos sinusdides, o aumento de transaminases
hepaticas, entre outras alteragdes; cérebro, onde pode haver descontrole da pressdo e de
perfusdo, lesdo vascular, edema e hemorragia; coragdo, o qual apresenta aumento da
resisténcia vascular, levando a um aumento da pos-carga e disfuncdo diastolica ventricular
esquerda; placenta, o qual apresenta aumento de nds sinciciais, infarto e aumento de depodsitos
de fibrina, os quais contribuem para a diminui¢ao do fluxo sanguineo, oxigénio e nutrientes

de maneira cronica, caracterizando sofrimento fetal cronico e restrigao do crescimento fetal

.

A PE materna apresenta duas origens, sendo a primeira relacionada ao
comprometimento vascular materno pré-existente (senescéncia precoce da placenta), como
em mulheres que apresentam hipertensao arterial cronica, diabetes Mellitus tipos 1 e 2, lupus
eritematoso sistémico, sindrome antifosfolipide, doenca renal e indice de massa corpodrea
(IMC) > 30, e a segunda causa ¢ relacionada ao crescimento exagerado da placenta, como nos
casos de mola hidatiforme e gestagdo multipla. E diagnosticada apds a 34* semana de
gestacdo, € ndo leva a alteracdo no peso fetal e fluxo das arteriolas uterinas e umbilicais,

como na PE placentaria (4).

O carater multissistémico da pré-eclampsia implica a possibilidade de evolugao para
situacdes de maior gravidade como iminéncia de eclampsia, eclampsia, sindrome HELLP e
morte (4). A iminéncia de eclampsia ¢ um quadro grave que inclui comprometimento do
sistema nervoso central, que se apresenta através dos sintomas de cefaleia, obnubilacdo,
torpor e alteracdo comportamental; alteragdes visuais, que incluem escotomas, fosfenas,
fotofobia, turvacdo e perda de visdo; e alteragdes gastricas que envolvem dor epigastrica,
nauseas e¢ vOmito (4). A eclampsia € caracterizada pela ocorréncia de crise convulsiva
tonico-clonica generalizada ou coma em gestantes com pré-eclampsia (4). A sindrome
HELLP (do inglés Hemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platelets) envolve alteragdes
como hemodlise, diminuicdo da hemoglobina (levando a um quadro de anemia grave),
aumento da bilirrubina total (> 1,2 mg), aumento da desidrogenase latica (DHL), presenca de
esquizocitos, diminuicdo da haptoglobina (menor que 0,3 mg), aumento das transaminases

hepaticas (TGO e TGP) e plaquetopenia (4).
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A prevencdo da PE ¢ feita em gestantes que apresentam pelo menos um fator de alto
risco (historico de PE, gestacdo multipla, obesidade, hipertensdo arterial cronica, diabetes
mellitus tipos 1 e 2 e doencas autoimunes) e dois ou mais fatores de risco moderado
(nuliparidade, historico familiar de PE, etnia afrodescendente, idade superior a 35 anos,
histéria pessoal de baixo peso ao nascer, gravidez prévia com desfecho adverso e intervalo
superior a 10 anos da ultima gestagdo), a qual envolve a administragdo de acido
acetilsalicilico (100 mg) a noite a partir da 12% semana até a 36* de gestacao, o qual aumenta a
prostaciclina, em relagdo a circulagdo de tromboxano A2, e a suplementacao de céalcio com
carbonato de cdlcio (1-2 mg/dia) ou citrato de célcio (2-4 mg/dia) durante toda a gestacao (3,
4, 17). Além disso, a prevencdo também envolve impedir a progressdo para formas mais
graves, através do diagndstico precoce, acompanhamento hospitalar especializado com ou
sem sinais de gravidade, acompanhamento frequente dos exames laboratoriais para
diagnostico laboratorial prévio ao clinico e a aplica¢do do tratamento, o qual inclui o uso de
anti-hipertensivos e sulfato de magnésio (18), que contribuem para a prevencdo da crise
hipertensiva e iminéncia de eclampsia, e a recomendacdo do parto prematuro (a partir da 37¢
semana de gestacdo) (4,18). O tratamento para a pré-eclampsia ¢ limitado, portanto estudos

que investigam novas abordagens terap€uticas sdo muito importantes.

Atualmente, as estatinas estdo sendo estudadas para o tratamento de PE, em razao dos
efeitos pleiotropicos associados a esta classe farmacoldgica. As estatinas sdo drogas que
inibem a 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, a qual esta envolvida
com a sintese do colesterol enddgeno (19-22), portanto, sdo prescritas clinicamente para a
inibicao da biossintese de colesterol e para prevenir a progressao da arteriosclerose (23,24).
Ha seis tipos de estatinas, as naturais, as quais incluem a lovastatina, a pravastatina e a
sinvastatina, e as sintéticas, que sdo a atorvastatina, fluvastatina e a rosuvastatina. Estudos
demonstraram que a pravastatina € a unica estatina com potencial para o tratamento da PE,
devido ao seu perfil hidrofilico, enquanto as demais nao sdo soliveis em agua, o que limita o
transporte através da placenta. Além disso, estudos demonstraram que os efeitos pleiotropicos
da pravastatina incluem melhora da disfun¢do endotelial, aumento da biodisponibilidade de
NO (20,21), atenuagdo da pressao arterial sistolica e da restri¢do do crescimento intra-uterino,
redugdo do estresse oxidativo (25) e atenuacao da disfungdo cardiovascular pos-parto em ratas
hipertensas sem prejudicar a prole (26). Portanto, este estudo objetivou avaliar o impacto da
pravastatina sobre a MMP-2 e na biodisponibilidade de NO em modelo animal de prenhez

hipertensa induzida pelo modelo DOCA-sal. A fim de avaliarmos esses mecanismos na
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prenhez hipertensa, foi mensurado a pressdo arterial sistolica, o peso placentério, a formagao
de 6xido nitrico e de espécies reativas de oxigénio plasmatico, a func¢do endotelial e a

atividade da metaloproteinase-2 placentaria.
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2. JUSTIFICATIVA

Devido a escassez de farmacos para tratar a hipertensdo gestacional e também de
informagdes sobre os efeitos pleiotrdpicos das estatinas, incluindo a pravastatina, este grupo
de drogas tem revelado potenciais agdes benéficas e que merecem ser melhor exploradas,
para que futuramente possa vir a ser usada no tratamento dos disturbios hipertensivos da

gestacdo humana (27).

Entre as agdes benéficas apresentadas com o uso das estatinas, encontra-se a
estimulacdo da expressdo do oxido nitrico sintase (eNOS) (28,29,30) com consequente
aumento da sintese de 6xido nitrico, (31,32). Estas a¢des atribuidas as estatinas podem estar
relacionadas com o efeito anti-hipertensivo encontrado em ratas prenhes hipertensas (25,33).
No entanto, nenhum estudo investigou se a pravastatina ¢ capaz de atenuar a atividade

gelatinolitica vascular da MMP-2 na hipertensao gestacional.

Portanto, foi investigado se os efeitos antioxidantes atribuidos a pravastatina (33) sao
acompanhados da reducdo da atividade gelatinolitica da MMP-2, uma vez que ha poucas
alternativas de drogas que apresentem estas acdes € que, a0 mesmo tempo, oferecem

seguranga tanto para a gestante quanto para o feto.

13



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

O estudo teve como principal objetivo avaliar os efeitos da pravastatina sobre a
atividade gelatinolitica da MMP-2, que estd associada ao remodelamento vascular patoldgico,
como previamente observado em gestantes com pré-eclampsia (15,34,35) e também

experimentalmente (36,37).
3.2 Objetivos especificos

De maneira interessante, aumentos na atividade da MMP-2 foram acompanhados de
redugdes das concentracdes plasmaticas de metabolitos do 6xido nitrico em modelo animal de
hipertensao gestacional (37), sendo assim, também foram quantificados os metabolitos do

6xido nitrico no plasma sanguineo das ratas para avaliagao desta relagao.

Além disso, foram avaliadas as repercussdes vasculares maternas por meio da aferigao
da pressdo arterial sistdlica e da técnica de reatividade vascular, e também foram mensurados
o peso placentario e o numero total de filhotes para examinar a repercussdo da pravastatina

nesses parametros.
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4. METODOLOGIA
4.1 Animais e protocolos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias de Botucatu - IBB/UNESP,
com o protocolo numero 3902030620-CEUA. Ratos da raga Wistar, pesando entre 200 a
250g, com 12-16 semanas de idade ficaram alojados em gaiolas e mantidos sob um ciclo de
12 horas (claro-escuro) e com livre acesso a agua e ragao, com temperatura controlada (22 +

2°C).

Para o acasalamento “overnight”, foram separados um macho e duas fémeas (sistema
Harém) dentro de uma caixa, no final da tarde. Na manha seguinte, foi realizado o esfregacgo
vaginal em todas as ratas para confirmar a presenca de espermatozdides e a fase de estro, os
quais determinaram o primeiro dia da prenhez. Apds a confirmagdo da prenhez, as ratas

foram transferidas para gaiolas individuais até o dia 19 da prenhez.

ApoOs a confirmagdo da prenhez, as ratas foram separadas em caixas e aleatoriamente

distribuidas nos seguintes grupos:

Grupo Norm-Preg (n = 8) — ratas prenhes normotensas que receberam soro fisiologico (0,3 —
0,45 mL) por gavagem a partir do dia 10 até o dia 19 da prenhez e injegdes intraperitoneais

(1.p.) de soro fisiologico nos dias 1, 7 e 14 da prenhez e, tiveram livre acesso a agua potavel.

Grupo Norm-Preg+Prava (n = 8) — ratas prenhes normotensas que receberam pravastatina
(10 mg/kg/dia) por gavagem a partir do dia 10 até o dia 19 da prenhez e injegdes i.p. de soro

fisioldgico nos dias 1, 7 e 14 da prenhez e tiveram livre acesso a 4gua potavel.

Grupo HTN-Preg (n = 8) - ratas prenhes que receberam soro fisiologico (0,3 — 0,45 mL)
por gavagem a partir do dia 10 até o dia 19 da prenhez e inje¢des i.p. de acetato de
desoxicorticosterona (DOCA) nos dias 1, 7 e 14 da prenhez para indu¢do e manuten¢do da

hipertensao e, além disso, tiveram livre acesso para beber salina.

Grupo HTN-Preg+Prava (n = 8) — ratas prenhes receberam pravastatina (10 mg/kg/dia) por
gavagem a partir do dia 10 até o dia 19 da prenhez e injegodes i.p. de DOCA nos dias 1, 7 e 14

da prenhez e, além disso, tiveram livre acesso para beber salina.
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A primeira inje¢do de DOCA foi através da aplicacdo i.p. da dose de 12,5 mg/kg no
primeiro dia da prenhez (dia 1), seguidas por doses subsequentes de 6,5 mg/kg de DOCA nos
respectivos dias 7 e 14 da prenhez. A pravastatina (10 mg) foi solubilizada em agua potavel

(ImL).

Para a avaliacdo dos parametros hemodinamicos, as ratas conscientes foram contidas
em uma caixa de acrilico e colocadas em bio-aquecedor por 5-10 minutos em uma
temperatura de 40°C (Insight Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, SP). A pressdo arterial
sistolica (PAS) foi determinada com a média da inflagdo-deflacdo trés vezes do manguito de
cauda do pletismografo (Pletismografo de cauda digital, Insight Equipamentos Ltda, Ribeirao
Preto, SP, Brasil). A PAS foi medida nos dias 1, 7 e dos dias 10 ao 19 da gestacdo, antes das

administracdes de medicamentos ou solugdes salinas.

As ratas foram mortas individualmente no dia 19 da prenhez, sob baixas doses de
Isoflurano (3%), para perda dos reflexos sensoriais e motores. Apos, foi realizada uma
exsanguinacdo por puncdo cardiaca e o sangue foi armazenado em tubo liofilizado contendo
heparina e imediatamente submetido a centrifugagdo, para a separacao do plasma, levando o
animal a morte por hipovolemia. Em seguida, foram retiradas a aorta abdominal, as placentas
e os filhotes. A aorta abdominal foi utilizada para a realizacdo do protocolo de reatividade
vascular, enquanto as placentas foram pesadas e utilizadas para a determinagdo da atividade
da MMP-2 através das técnicas de zimografia, e os filhotes determinaram o numero total de

filhote por ninhada.
4.2 Reatividade vascular

A aorta abdominal, de cada rata, foi dissecada e segmentada em quatro anéis de
3-4mm, sendo que dois anéis tiveram seu endotélio removido mecanicamente e dois tiveram
seu endotélio conservado. Os anéis aorticos foram colocados em uma camara de 6rgios de
10mL contendo solugdo de Krebs-Henseleit (NaCl 130; KCI 4,7; CaCI2 1,6; KH2PO4 1,2;
MgS04 1,2; NaHCO3 15; glucose 11,1, in mmol/L) com pH de 7,4 a 37°C, e borbulhando
continuamente com uma mistura carbogénica composta de 95% O, e 5% CO,. Os anéis foram
suspensos entre dois ganchos de arame (27), sendo um gancho fixado a um suporte
estacionario ¢ o outro foi conectado a um transdutor de for¢a isométrico. As altera¢des na
tensdo da aorta foram registradas usando transdutores de forg¢a isométricos FORT10
conectados ao Transbridge 4M Transbridge Amplifier conectado a um PC com o sistema

MP100 e analisados offline usando o software AcqKnowledge versdo 3.5.7 (27). Os anéis
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foram esticados sob 1,5 g de tensdo basal e foram deixados em equilibrio por 45 minutos,

sendo que o tecido foi lavado com solu¢do de Krebs-Henseleit a cada 15 minutos.

Para avaliar a capacidade da contratilidade dos anéis adrticos, eles foram estimulados
com diferentes drogas e concentragdes. Primeiro os anéis foram estimulados com 480uL de
KCl (96mmol/L) para contragao dependente do musculo liso vascular. Os anéis nao
responsivos ao KCl foram descartados. Em seguida, os anéis foram estimulados com 50uL de
KCI (96mmol/L) em uma curva de contragdo crescente que variou desde -10 até atingirem a
concentragdo de -120 na cuba, apds estabilizarem na contragdo maxima induzida.
Posteriormente, os anéis foram estimulados com concentracdes crescentes de fenilefrina (Phe,
100uL de 107; 20uL de 10*%; 70uL de 107%; 20uL de 107; 70uL de 1077; 20uL de 10°%°; 70uL
de 10 20uL de 10°7; 70uL de 10°; 20uL de 10*° ¢ 70uL de 10*) para contragdo, € para
investigacdo da funcdo endotelial, os anéis ja previamente contraidos apos a curva Phe foram
estimulados com concentragdes crescentes de acetilcolina (ACh, 100uL 107, 90uL 10 -
10*). Para a avalia¢do da participa¢do do NO dependente de endotélio na vasodilatacdo, foi
incubado 100uL 10~ de L-NAME durante 20 minutos, € apos, os anéis foram estimulados
com 100uL a 10° de Phe, e apds alcangado uma concentragdo maxima, foram adicionadas
concentragdes crescentes de acetilcolina (100uL 107%; 90uL 10® - 10™*). Para a avalia¢do da
vasodilatagdo nio-dependente de endotélio, os vasos foram estimulados com 100uL a 10 de
Phe, e em seguida foi realizada a curva de concentracdes crescentes de nitroprussiato (NPS,

100uL 107"; 90uL 10717 - 10°).
4.3 Zimografia

A zimografia determinou a atividade da MMP-2 na placenta. As amostras dos tecidos
foram congeladas em um freezer a -80°C. As amostras foram homogeneizados em tampao
RIPA (constituido por 1mM de 1,10-ortofenantrolina, fluoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM e
N-etilmaleimida 1 mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), e com inibidores de proteases
(constituido por fluoreto de 4- (2-aminoetil) benzenossulfonila, E-64, bestatina, leupeptina,
aprotinina ¢ EDTA) na propor¢ao de 100 puL de RIPA + inibidor de protease para cada 10 mg
de amostra de tecido. Em seguida, a amostra foi colocada no gelo e submetida a agitacao leve
durante 2 horas, e centrifugada a 12 mil rotagcdes por minuto (rpm) durante 10 minutos (37).
As concentragdes de proteinas presentes nos tecidos foram medidas através do ensaio de

Bradford (Sigma Aldrich). As amostras de proteinas da placenta (5 pg) foram diluidos 1:1
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com tampao de amostra (concentracdo final): dodecil sulfato de sédio (SDS) a 2%, Tris —

HCI 125 mM, pH 6,8, glicerol a 10% ¢ 0,001 % de azul de bromofenol (37).

Apds serem diluidas, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida a 12% copolimerizada com gelatina (0,05%) como substrato. Os géis
obtidos da eletroforese foram primeiro incubados duas vezes por 30 minutos a temperatura
ambiente com solu¢do de Triton X-100 a 2%, em seguida foram lavados e incubados a 37°C
por 18 horas com tampao Tris-HCI, pH 7,4, contendo 10 mmol / L CaCl2. Posteriormente, os
géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250 a 0,05%, e em seguida foram
descorados com metanol a 30% e acido acético a 10%. A atividade gelatinolitica foi

identificada utilizando o software ImageJ (37).
4.4 Determinac¢ao do 6xido nitrico

Os metabdlitos do 6xido nitrico (nitrito e nitrato) foram examinados através do
método de Griess, expressos em umol / 100 mg de tecido. O plasma armazenado no -20°C foi
homogeneizado e centrifugado a 15.000g a 4°C durante 15 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi retirado e incubado com 100 pL de solugdo saturada de cloreto de vanadio
IIl durante 3 horas a 37° C com agitacdo. Logo apos, foram adicionados 50 plL de
sulfanilamida a 1% diluida em &cido fosforico a 5% e 50 pL de 0,1% de dicloridrato de N-
(1-naftil) —etilenodiamina, e incubados durante 10 minutos protegido da luz. A luminescéncia

foi lida no espectrofotometro (Synergy 4; BIOTEK, Winooski, VT, EUA) a 535 nm (25).
4.5 Determinacao do estresse oxidativo

A peroxidacdo lipidica foi determinada através de medidas de acido tiobarbitarico
(TBA). Foram adicionados nos tubos de ensaio 100 pL de agua destilada, 50 uL de
dodecilsulfato de sodio a 8,1% (SDS), 100 uL de amostras (plasma), 375 puL de acido acético
a 20% e 375 pL de TBA a 0,8%, que foram submetidos a banho maria durante uma hora a
95° C, e em sequéncia foram centrifugados a 15.000 x g por 10 minutos (38). A reacdo TBA
com malondialdeido (MDA), o qual é o produto final da lipoperoxidagdo produziu uma
reacdo colorimétrica que foi medida pelo espectrofotdmetro (Synergy 4; BIOTEK, Winooski,
VT, EUA) em um comprimento de onda de 533 nm (25). Os niveis de lipoperoxidacao foram

expressos em nmol/ml (38).
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4.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = SEM. As comparagdes entre oS grupos
foram avaliadas por analise de variancia bidirecional (ANOVA) ou ANOVA unidirecional,
seguida pelo teste de Tukey. Foi considerado um valor de probabilidade P <0,05 significativo.

As anélises foram realizadas no software GraphPad Prism (versdo 6.01).



5. RESULTADOS
5.1 Parametros hemodinamicos

Nao foram observadas diferencgas estatisticamente significativas da pressdo arterial
sistolica (PAS) entre os grupos, no periodo compreendido entre o primeiro ao décimo quinto
dia da prenhez (Tabela 1). Contudo, no periodo compreendido entre os dias 16° a 19° de
prenhez, foi observado uma diminuicao na PAS no grupo HTN-Preg+Prava comparado aos
grupos Norm-Preg, Norm-Preg+Prava ¢ HTN-Preg (101 £ 2, 110 £ 2, 115 £ 2 e 116 £ 2
mmHg, *#P < 0.05, respectivamente, Tabela 1). Além disso, o grupo HTN-Preg+Prava
apresentou uma diminui¢do na PAS durante o periodo de tratamento compreendido entre os
dias 11-15 e 16-19 comparados ao sétimo dia gestacional, no qual o grupo apenas recebeu
DOCA (109 = 3, 101+ 2 e 125 = 4, mmHg, P < 0.05, respectivamente, Tabela 1). Em

contraste, o grupo HTN-Preg ndo apresentou nenhuma diferenca nos mesmos periodos.

Tabela 1. Varidveis hemodinadmicas dos grupos: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = 8), HTN-Preg (n =
8) e HTN-PregtPrava (n = 8). Aferigdes realizadas do primeiro dia da prenhez ao décimo nono. Os dados estdo

apresentados como média + S.E.M., *#P <0.05.

Pressao arterial sistolica

Grupos 1° 7° 10° 11°-15° 16°-19°
Norm-Preg 115+4 120+ 4 104 +5 110+3 110+2
Norm-Preg+Prava 112+4 119+4 120+ 4 116 £3 115+2
HTN-Preg 116 £4 125+4 119+4 11543 116 £2
HTN-Preg+Prava 110+ 4 125+4 1104 109 + 3 101 £2 *#

Dados sdo expressos como média = SEM.
*P <0.05 vs HTN -Preg.

5.2 Variaveis fetais

A pravastatina reverteu a restricdo do crescimento placentdrio no grupo
HTN-Preg+Prava (0.288 = 0.012 g, P<0.05; Tabela 2). O grupo HTN-Preg+Prava nao
demonstrou diferengas significativas com os grupos das ratas normotensas (0.288 = 0.012g e
0.294 + 0.013g foi encontrado nos grupos Norm-Preg e Norm-Preg+Prava, respectivamente,
P<0.05; Tabela 2). Entretanto, o grupo das ratas hipertensas ndo tratadas também nao

demonstrou diferengas significativas entre os demais grupos.
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O numero total de filhotes ndo demonstrou diferencas significativas entre os quatro
grupos (8 =+ 1, 8 £ 2, 10 £+ 1 ¢ 9 + 1 foram encontrados nos grupos Norm-Preg,

Norm-Preg+Prava, HTN-preg e HTN-Preg+Prava, respectivamente; P<0.05; Tabela 2).

Tabela 2. Os pesos placentarios e o numero total de filhotes foram registrados no dia 19 da prenhez entre os
quatro grupos: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = 8), HTN-Preg (n = 8) e HTN-Preg+Prava (n = 8). Os

dados estdo apresentados como média + S.E.M., *#P <0.05.

Grupos
Variaveis Norm-Preg Norm-Preg+Prava HTN-Preg HTN-Preg+Prava
Ne° de filhotes 8=x1 8+2 10+1 9+1

Peso placentario (g) 0,288 £ 0,012¢g 0,294 £ 0,013¢g 0,295 +£0,018¢g 0,288 £0,012¢g

Dados sdo expressos como média = SEM.
*P < 0.05 vs HTN -Preg.

5.3 Biodisponibilidade de 6xido nitrico e lipoperoxidacao

Foi observado que o grupo HTN-Preg apresentou maiores valores de peroxidacgao
lipidica no plasma (0,170 + 0,010 mmol/L) comparado aos grupos Norm-Preg, HTN-Preg e
HTN-Preg+Prava (0,113 + 0,010, 0,120 + 0,01 e 0,132 + 0,011 mmol/L, respectivamente,
*#P< 0.05. Figura 1A). Também foi observado uma diminuicdo significativa na
biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) no plasma no grupo das ratas hipertensas (0,222 +
0,02 mmol/L) comparado aos grupos Norm-Preg, Norm-Preg+Prava ¢ HTN-Preg+Prava
(0,302 + 0,024, 0,313 + 0,022 ¢ 0,296 + 0,021 mmol/L, respectivamente; *#P < 0.05. Figura
1B).
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Figura 1. Avaliacdo da biodisponibilidade de NO (A) e niveis de lipoperoxidagdo no plasma dos grupos
experimentais, sendo estes: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = 8), HIN-Preg (n = 8) ¢

HTN-Preg+Prava (n = 8). Os valores estdo apresentados como média = S.E.M. #*P<0.05.

5.4 Atividade gelatinolitica da MMP-2
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A atividade da isoforma ativa da MMP-2 (65 KDa) na placenta foi mais alta no grupo
das ratas hipertensas comparado aos grupos das ratas normotensas, normotensas tratadas e
hipertensas tratadas com pravastatina (0.1007 £ 0.01, 0.073 £+ 0.013, 0.073 £ 0.011 and
0.06870 = 0.01 *#P < 0.05, respectivamente; Figura 2C). Contudo, a atividade de ambas as
formas inativas da MMP-2 (75 KDa e 72 KDa) ndo demonstraram diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos (Figura 2A e Figura 2B, respectivamente).

- 75 kDa
- 72 kDa

-65kDa

Placenta

Norm-Preg Norm-Preg HTN-Preg HTN-Preg
+ Prava + Prava

(B) ©

0.15

0.10

Placenta 72KkDa
o
Placenta 65 kDa

0.05

Figura 2. Gel representativo do gel de zimografia da placenta. (A) Atividade gelatinolitica da
MMP-2 75 KDa, (B) Atividade gelatinolitica da MMP-2 72 KDa; (C) Atividade gelatinolitica
da MMP-2 65 KDa, entre os quatro grupos: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = §),
HTN-Preg (n = 8) e HTN-Preg+Prava (n = 8). Os valores estdo apresentados como média +
S.E.M. #*P<0.05.

5.5 Reatividade vascular
Foi observada uma diminui¢do da resposta vasoconstritora hiper-reativa ao KCl no
anéis da aorta abdominal no grupo HTN-Preg+Prava comparado aos grupos Norm-Preg,
Norm-Preg+Prava e HTN-Preg (0.860 + 0.448, 2.146 + 0.468, 2.000 + 0.413 e 2.025 + 0.448,
respectivamente, #*P < 0.05; Figura 2A).
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Ademais, na curva concentragdo-resposta ao KCI, os anéis aorticos do grupo das ratas
hipertensas tratadas com pravastatina demonstrou uma diminui¢do da contragdo comparado aos
grupos Norm-Preg, Norm-Preg+Prava e HTN-Preg (0.6963 + 0.097, 1.039 = 0.106, 1.183

+0.106 ¢ 1.175 £ 0.097, respectivamente, #*P < 0.05; Figura 2B).
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Figura 2. Contragdo hiper-reativa (A) e contragdo reativa (B) ao KCl nos anéis da aorta abdominal nos quatro
grupos avaliados, sendo estes: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = 8), HTN-Preg (n = 8) ¢
HTN-Preg+Prava (n = 8). Os valores estdo apresentados como média + S.E.M. #*P<0.05.

As contragdes hiper-reativa (Figura 4A) e reativa (Figura 4B) induzidas pela
fenilefrina (Phe) n3o demonstraram diferengas significativas entre os grupos
experimentais.
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Figura 3. Contragdes hiper-reativa (A) e reativa (B) induzida pela fenilefrina nos anéis de aorta abdominal nos
quatro grupos experimentais, sendo estes: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = 8), HTN-Preg (n=8) ¢

HTN-Preg+Prava (n = 8). Phe = fenilefrina. Os valores estdo apresentados como média = S.E.M. #*P<0.05.

A curva concentragdo-resposta a acetilcolina (ACh), na presenca de L-NAME ou nao,
foram expressas como porcentagem (%) de relaxamento em resposta a contracao induzida por

Phe. Na curva concentragao-resposta a acetilcolina (Ach), foi observado uma vasodilatagao
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prejudicada no grupo das ratas hipertensas nao tratadas (Figura 4A). Além disso, ambos os
grupos tratados com a pravastatina demonstraram uma melhor vasodilatacdo induzida pela
Ach comparado aos grupos nao tratados (52.06 + 2.789, 35.87 = 2.789, 46.98 + 2.865 ¢ 38.97
+ 3.104 foram observados nos grupos Norm-Preg, Norm-Preg+Prava, HTN-Preg e
HTN-Preg+Prava, respectivamente, #*P < 0.05; Figura 4A). Nao foram observadas diferencas
estatisticas significativas na curva concentragdo-resposta a ACh nos anéis aorticos com o
endotélio removido mecanicamente (Figura 4B) e também, na presenca de L-NAME (Figura
4C).
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Figura 4. Indug@o do relaxamento de anéis adrticos através da administragdo de acetilcolina em anéis com
endotélio (A) e anéis com endotélio removido (B) e na presenga de L-NAME (C) nos diferentes grupos
experimentais, sendo estes: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = 8), HTN-Preg (n = 8) e HTN-Preg+Prava

(n = 8). Ach = acetilcolina. Phe = fenilefrina. Os valores estdo apresentados como média + S.E.M. #P<0.05.

A vasodilatagdo nao dependente de endotélio foi avaliada através da curva de
concentragdo-resposta ao nitroprussiato, a qual demonstrou que o grupo das ratas
normotensas tratadas com a pravastatina obteve uma melhor resposta comparado aos grupos
Norm-Preg, HTN-Preg e HTN-Preg+Prava (35.19 + 2.319, 48.77 £ 2.319, 50.79 + 2.643 ¢ 49.
93 £ 2.643, respectivamente, #*P < 0.05; Figura 5).
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Figura 5. Indug@o do relaxamento de anéis aorticos através da administragdo de nitroprussiato nos diferentes
grupos experimentais, sendo estes: Norm-Preg (n = 8), Norm-Preg+Prava (n = 8), HTN-Preg (n = 8) e
HTN-Preg+Prava (n = 8). NPS = nitroprussiato. Phe = fenilefrina. Os valores estdo apresentados como média +

S.E.M. #P<0.05.
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6. DISCUSSAO

Os principais achados foram: (a) pravastatina diminui a pressdo arterial sistolica no
grupo das ratas prenhes hipertensas tratadas com pravastatina; (b) diminui¢do da contracao
induzida pelo KCI e prevengdao do comprometimento da vasodilatagdo dependente de
endotélio induzido pela acetilcolina nos anéis adrticos do grupo das ratas hipertensas tratadas;
(c) pravastatina diminuiu a atividade enzimatica da forma ativa da MMP-2, quando
comparado ao grupo das ratas hipertensas tratadas com as ndo tratadas; (d) pravastatina
aumentou os niveis de NO plasmatico no grupo das ratas tratadas com pravastatina; (e) a
pravastatina preveniu a elevacdo do estresse oxidativo induzido pela hipertensdo. Os
resultados provenientes dos grupos das ratas prenhes hipertensas tratadas com pravastatina
confirmaram nossa hipotese e proveram evidéncias que a pravastatina atenuou a pressao
sistolica, reduziu a atividade da MMP-2 na placenta e restaurou a fun¢do vascular envolvida
com a formagao do NO endotelial e diminuiu o estresse oxidativo.

Os dados das variaveis hemodinamicas coletadas sugerem e confirmam estudos
prévios de que a pravastatina ¢ capaz de atenuar a pressdo arterial sistolica (PAS) (25, 39).
Corroborando este dado, os niveis de NO plasmatico no grupo HTN-Preg+Prava foi similar
ao encontrado em ambos os grupos das ratas normotensas. Consequentemente, 0 aumento nos
niveis de NO devido a pravastatina resultaram em um adequado suprimento sanguineo na
interface materno-fetal, o que também ¢ corroborado pelo fato de a pravastatina ter
demonstrado efeito protetor ao ndo apresentar diferencas estatisticas significativas no
tamanho da placenta entre os grupos (39). Além disso, os efeitos antioxidantes da pravastatina
foram avaliados e demonstraram que houve reducdao dos niveis de peroxidagdo lipidica no
plasma do grupo HTN-Preg+Prava comparado com o grupo das ratas hipertensas ndo tratadas,
e também ndo demonstrou diferenga significativa entre os grupos normotensos (25, 33, 40), o
que permitiu o desenvolvimento apropriado do feto e da placenta, porque protegeu contra o
remodelamento inadequado da vasculatura materna Utero-placentdria induzida pela prenhez
hipertensa, sugerindo que os efeitos pleiotropicos da pravastatina incluem diminuicdo do
estresse oxidativo (25,40). Contrario a estes achados, somente o grupo das ratas hipertensas
nao tratadas demonstraram baixos niveis de NO plasmatico e altos niveis de peroxidacao
lipidica no plasma, o que contribui para a manutencdo da hipertensdo arterial, contragdes
vasculares hiper-reativas e ativagdo das MMPs.

Desde o inicio do tratamento (a partir do décimo dia de prenhez), as ratas hipertensas
demonstraram atenuagdo da pressdo arterial sistolica quando comparado aos dias sem

tratamento (1°, 7° e 10° dias gestacionais), no qual o grupo apresentou somente hipertensao.
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Ademais, somente no ultimo periodo gestacional, compreendido entre os dias 16 a 19 da
gestacdo, que o grupo HTN-Preg+Prava demonstrou uma diminui¢do da PAS comparado ao
grupo HTN-Preg. Em oposicao a este achado, o grupo das ratas hipertensas nao tratadas nao
demonstraram diferengas na PAS durante a prenhez.

A contragdo promovida pelo KCl nos anéis adrticos sugere que a pravastatina
neutralizou a contracdo hiper-reativa e reativa no grupo das ratas hipertensas tratadas. O
grupo das ratas hipertensas tratadas com pravastatina apresentou menor nivel de contracao
frente ao KCl, o que pode contribuir para a diminui¢cdo da contracao dos vasos sanguineos e
consequentemente provocar diminui¢do da pressdo arterial e aumentar o fluxo sanguineo
utero-placentario.

A vasodilatacdo dependente de endotélio induzida pela acetilcolina foi maior nos
grupos das ratas normotensas ¢ hipertensas tratadas quando comparados a ambos os grupos
ndo tratados, demonstrando que a pravastatina deteve acdo protetora nesses grupos. Além
disso, a vasodilatacdo no grupo HTN-Preg+Prava foi similar a do grupo Norm-Preg+Prava. O
envolvimento do o6xido nitrico no tratamento com a pravastatina foi confirmado pela
pré-incubacao com o inibidor nao seletivo do 6xido nitrico sintase (L-NAME) (25,41) nos
anéis aorticos, o que eliminou a vasodilatacdo dependente de endotélio induzida pela
acetilcolina em resposta a contracdo prévia induzida pela fenilefrina (25,42,43). Também foi
avaliada a vasodilatagdo ndo dependente de endotélio, induzida pelo nitroprussiato, que
demonstrou que a pravastatina deteve agdo protetora nos anéis do grupo Norm-Preg+Prava,
pois a vasodilata¢do foi maior neste grupo quando comparado aos demais.

Em concordancia, estudos prévios demonstraram que hd aumento na atividade da
MMP-2 na placenta na prenhez hipertensa avancada (37). Geralmente, é observado que na
gravidez saudavel ha aumento da biodisponibilidade de NO com concomitante diminuigdo da
atividade da MMP-2 na placenta, e contrariamente ¢ observado na prenhez hipertensa, na qual
ha diminui¢do do NO e aumento de MMP-2 placentaria (37). O aumento excessivo da
atividade das MMPs tem sido associado a diminuicdo da biodisponibilidade do NO
(34-37;44-46), o que contribui para a patofisiologia dos disturbios hipertensivos da gravidez,
incluindo a pré-eclampsia. Além disso, a disfuncao endotelial na pré-eclampsia pode ser
resultante do aumento do estresse oxidativo associado com a redu¢do da biodisponibilidade
de NO (39;49-52), o que pode aumentar as concentragdes de peroxinitrito, o qual contribui
diretamente para a ativagdo das MMPs (53). Contudo, nossos resultados demonstraram
achados similares e sugerem que a pravastatina atenuou a ativagdo da MMP-2 placentaria. No

grupo das ratas prenhes hipertensas tratadas com a pravastatina foi observado o aumento da
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biodisponibilidade de NO com concomitante reducdo dos niveis de MMP-2 no tecido
placentéario e estresse oxidativo. Entretanto, o contrario foi observado no grupo HTN-Preg,
houve a diminui¢ao da biodisponibilidade de NO com concomitante aumento dos niveis de
MMP-2 no tecido placentério e estresse oxidativo.

Algumas limitagdes devem ser consideradas. Primeiramente, o tratamento com DOCA
pode causar ruptura prematura das membranas amnidticas, resultando em baixo peso ao
nascer (25,52). Também devemos considerar que nem todos estudos prévios associando a
pravastatina a pré-eclampsia confirmam que ¢ segura (39, 53). Além disso, a determinagao da
pressdo arterial através do pletismografo de cauda pode enviesar as aferi¢gdes, uma vez que
pode impor uma quantidade substancial de estresse térmico e de restricao (25). Também, o
labirinto placentério e o saco vitelino invertido do rato podem ser mais sensiveis a hipertensao
do que as vilosidades flutuantes em seres humanos (54). Por fim, embora este seja o primeiro
artigo que demonstra que ratas prenhes hipertensas exibiram atenuagdo da atividade da
MMP-2 pela pravastatina, seguida do aumento do NO circulante e redu¢do do estresse
oxidativo, mais estudos s30 necessarios para examinar os mecanismos subjacentes da
pravastatina ligando o aumento de NO e a redugdo de MMPs nas alteragdes hipertensivas

induzidas pela gravidez.
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7. CONCLUSAO

Em conclusao, os efeitos pleiotropicos da pravastatina em modelo experimental de
pré-eclampsia, preveniu o aumento da pressdo arterial sistolica e diminuiu a contragdo do
musculo liso da artéria abdominal do grupo das ratas prenhes hipertensas tratada com
pravastatina. Além disso, os efeitos pleiotropicos da pravastatina também foram associados
ao aumento do oOxido nitrico circulante e reducao da atividade da metaloproteinase 2

placentaria nos grupos das ratas prenhes hipertensas tratadas com a pravastatina.
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