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A dissertacdo intitulada: “Avaliacdo do envolvimento do oxido nitrico nos efeitos
materno-fetais da pravastatina na hipertensdo gestacional em ratas” encontra-se dividida em
trés partes.

Inicialmente a dissertacdo traz uma breve introducao a respeito das principais alteracfes
vasculares que ocorrem no organismo materno com o inicio da gestacédo, seguida do papel do
endotélio vascular e do principal fator vasoativo, o 6xido nitrico, na manutencdo da pressao
arterial materna. Também sdo abordados alguns pontos da fisiopatologia da pré-eclampsia e
algumas consequéncias dessa desordem hipertensiva gestacional na mée e no feto. Por fim,
essa primeira parte da dissertacdo descreve os efeitos das estatinas no sistema cardiovascular
independentes da reducédo do colesterol, por meio do aumento do 6xido nitrico e seu uso em
ensaios clinicos e experimentais de hipertensao gestacional.

A segunda parte apresenta o artigo intitulado “Placental nitric oxide formation and
endothelium-dependent vasodilation underlie pravastatin effects against angiogenic
imbalance, hypertension in pregnancy and intrauterine growth restriction”, publicado na
revista Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology. Nele descrevemos o papel da
pravastatina no aumento do 6xido nitrico placentario e seus efeitos benéficos maternais e fetais
por meio de um modelo experimental de hipertensdo gestacional.

A terceira parte apresenta uma breve discussdo dos achados do artigo apresentado,
complementando alguns pontos importantes e, em seguida, expde uma breve concluséo e
considerac0es finais a respeito do que foi abordado ao longo da dissertacao.

Além disso, durante a execucdo deste curso de mestrado, outras atividades foram

desenvolvidas com o objetivo de enriquecer a formacédo académica e séo apresentadas a seguir:
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RESUMO

Durante a gestacdo, diversas adaptacOes fisioldgicas ocorrem no organismo materno para
atender as necessidades nutricionais do feto em desenvolvimento. Entre essas adaptacdes,
encontramos aumento do débito cardiaco e do volume sanguineo, 0s quais sao compensados
pela dréstica reducédo da resisténcia vascular sistémica, promovendo a manutengdo da pressdo
arterial materna nas gestacGes. O endotélio vascular apresenta um importante papel neste
processo fisioldgico por secretar fatores vasoativos como o 6xido nitrico, um vasodilatador que
se encontra aumentado em gestacGes saudaveis. Em algumas mulheres, falhas nesses
mecanismos podem causar desordens hipertensivas gestacionais. A pré-eclampsia é uma
desordem hipertensiva gestacional caracterizada pela elevacao da pressao arterial (> 140 x 90
mmHg), apos a 20? semana gestacional. E frequentemente acompanhada de proteiniria e
acomete 5-8% das gestantes. Atualmente, embora a fisiopatologia da pré-eclampsia seja
desconhecida, estudos sugerem que sua ocorréncia envolva migracdo deficiente de
citotrofoblastos, culminando em ma placentacdo e consequente isquemia/hipoxia placentaria,
responsavel pela liberacdo de fatores bioativos promovendo danos as células endoteliais. A
disfuncdo endotelial resulta na reducdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico, gerando as
principais caracteristicas da pré-eclampsia, como hipertensdo materna e restricdo de
crescimento fetal. Recentes estudos apontam a importancia da manutencéo dos niveis de 6xido
nitrico por estar associada a gestacdes saudaveis. As estatinas vem sendo utilizadas em doencas
cardiovasculares por seus efeitos vasoprotetores que envolvem aumento da sintese de oxido
nitrico. A pravastatina € a estatina que apresenta menor potencial teratogénico, por esse motivo,
¢ empregada em estudos clinicos e experimentais durante a gestacdo. Esse trabalho teve o
objetivo de investigar os efeitos da pravastatina na formacdo de Oxido nitrico placentério,
funcdo vascular e endotelial, equilibrio angiogénico, estresse oxidativo, pressado arterial materna
e parametros feto-placentarios em ratas prenhes hipertensas. Para realizacdo dos trabalhos, ratas
Wistar prenhes foram utilizadas. A hipertensdo gestacional foi induzida pelo modelo DOCA-
sal, que consiste na administracdo intraperitoneal de acetato de desoxicorticosterona e
substituicdo da agua dos animais por solu¢do salina, um modelo de imposicdo de aumento de
volume. As ratas prenhes normotensas e hipertensas foram tratadas com pravastatina. NOs
observamos que a pravastatina previne o aumento da pressédo arterial e melhora os parametros
feto-placentarios em ratas submetidas ao modelo DOCA-sal. Além disso, restaura o equilibrio
angiogeénico/anti-angiogénico, reduzindo niveis de sFlt-1 associado ao aumento dos niveis de
PIGF, impede aumentos exacerbados de estresse oxidativo, previne a hiperreatividade ao
vasoconstritor fenilefrina, previne o comprometimento da fungéo endotelial e aumenta os niveis
placentarios de oxido nitrico. Todavia, n6s mostramos que 0s niveis placentarios de éxido
nitrico aumentam em ratas prenhes hipertensas, assim como os niveis de PIGF e o peso
placentario aumenta em ambos 0s grupos tratados com pravastatina. Por esse motivo, conclui-
se que a pravastatina parece ter efeito tanto materno, atuando na preven¢do do aumento da
pressdo arterial, quanto fetal, atuando na regido uteroplacentéria, melhorando o suprimento
nutricional para os filhotes.

Palavras-chave: hipertensdo gestacional, 0xido nitrico, ratas, pravastatina.
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ABSTRACT

During gestation, several physiological adaptations occur in the maternal organism to provide
the nutritional demands of the developing fetus. Among these adaptations, we found increase
in cardiac output and blood volume, which are compensated by the drastic reduction of systemic
vascular resistance, promoting the maintenance of maternal blood pressure in gestations.
Vascular endothelium plays an important role in this physiological process by secreting
vasoactive factors such as nitric oxide, a vasodilator that is increased in healthy pregnancies. In
some women, fails in these mechanisms may cause gestational hypertensive disorders.
Preeclampsia is a gestational hypertensive disorder characterized by elevated blood pressure (>
140 x 90 mmHg) after the 20™" gestational week. It is often accompanied by proteinuria and
affects 5-8% of pregnant women. Currently, although the pathophysiology of preeclampsia is
unknown, studies suggest that its occurrence involves poor migration of cytotrophoblasts
culminating in poor placentation and consequent ischemia/placental hypoxia, responsible for
the release of bioactive factors promoting damage to endothelial cells. Endothelial dysfunction
results in the reduction of the bioavailability of nitric oxide leading to the occurrence of the
main characteristics of preeclampsia, mainly maternal hypertension and fetal growth restriction.
Recent studies point to the importance of maintaining levels of nitric oxide, which is associated
with healthy pregnancies. Statins have been used in cardiovascular diseases because of their
vasoprotective effects, which involve increased nitric oxide synthesis. Pravastatin is the statin
that has lower teratogenic potential, therefore, it is used in clinical and experimental studies
during pregnancy. The objective of this study was to investigate the effects of pravastatin on
placental nitric oxide formation, vascular and endothelial function, angiogenic balance,
oxidative stress, maternal blood pressure and fetal-placental parameters in hypertensive
pregnant rats. For the accomplishment of this study, pregnant Wistar rats were used. Initially,
gestational hypertension was induced by the DOCA-salt model, which consist of the
intraperitoneal administration of deoxycorticosterone acetate and the replacement of the water
of the animals by saline solution, a model of volume increase imposition. Normotensive and
hypertensive pregnant rats were treated with pravastatin. We have observed that pravastatin
prevents increased blood pressure and improves fetal-placental parameters in rats submitted to
the DOCA-salt model. In addition, it restores the angiogenic/anti-angiogenic balance, reducing
sFIt-1 levels associated with increased PIGF levels, prevents exacerbated increases in oxidative
stress, prevents hyperreactivity to a vasoconstrictor, prevents endothelial function impairment
and increases in placental nitric oxide levels. However, we have shown that placental nitric
oxide levels increase in hypertensive pregnant rats, as well as PIGF levels and placental weight
increase in both pravastatin-treated groups. For this reason, we conclude that pravastatin seems
to have an effect both maternal, acting in the prevention of increased blood pressure, and fetal,
acting in the uteroplacental region, improving nutritional supply for puppies.

Key words: gestational hypertension, nitric oxide, rats, pravastatin.

23



Introducdo

24



Introducéo

1.1. Fisiologia vascular da gestacao

Durante a gestacado, diversas adaptacdes hemodinamicas e cardiovasculares ocorrem no
organismo materno para atender as necessidades nutricionais do feto em desenvolvimento. Nos
estagios iniciais da gestacdo, ao redor da 6% semana gestacional, estimulos hormonais iniciam
as mudancas hematoldgicas que incluem aumento do volume de eritrocitos e volume plasmético
(Torgersen e Curran, 2006; Tan e Tan, 2013; May, 2015).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona possui um importante papel no aumento do
volume plasmatico. Esse sistema é estimulado por um aumento dos niveis de estradiol (Irani e
Xia, 2008) que promove uma maior reabsorcdo de sédio pelos rins, causando o aumento do
volume sanguineo em aproximadamente 50%, comparado a mulheres em estados nao-
gravidicos (Hytten, 1985; Bernstein et al., 2001). Como consequéncia, a frequéncia cardiaca
aumenta, uma vez que as gestantes apresentam entre 15-20 batidas por minuto a mais do que
mulheres ndo-gestantes (San-Frutos et al., 2011).

Concomitantemente a essas alteracdes hematoldgicas e cardiovasculares, a circulagdo
uterina também passa por um grande processo de remodelamento (Osol e Moore, 2014). No
inicio do segundo trimestre de gestacdo (16-20% semana), os trofoblastos extravilosos invadem
0 miométrio materno em direcdo as artérias espiraladas e causam uma reorganizacdo da parede
vascular (Osol e Moore, 2014). Inicialmente, esses trofoblastos expressam integrinas
caracteristicas de celulas epiteliais (Mcmaster et al., 2004). Entretanto, enquanto invadem o
miométrio, passam a expressar integrinas caracteristicas de células endoteliais (Mcmaster et al.,
2004), promovendo um remodelamento da camada endotelial da artéria espiralada uterina,
aumentando-lhe a complacéncia e o volume sanguineo dessa regido. Dessa forma, aumenta o
fluxo sanguineo para a placenta, fornecendo oxigénio e nutrientes necessarios ao feto em

desenvolvimento (Osol e Moore, 2014).
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As alteracOes ocorridas na circulacdo uterina promovem uma drastica diminuicdo da
resisténcia vascular periférica que pode chegar a ser 6-8 vezes menor do que em mulheres néo-
gravidas (Clark et al., 1991; Palmer et al., 1992). Além disso, sabe-se que a diminuicdo da
resisténcia vascular periférica sisttémica participa da manutencdo da presséo arterial, porém a
reducdo mais acentuada ocorre na circulacdo uterina, devido ao aumento do fluxo sanguineo
(30-50 vezes), durante a gestacdo, comparado a estados ndo-gravidicos (Sladek et al., 1997,
Bird et al., 2003).

Além das alteracGes vasculares previamente citadas, um aumento expressivo do
processo angiogénico também é essencial para as adaptacBes vasculares da gestacdo. A
angiogénese durante a gestacdo é fortemente regulada pelo fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF) (Kim et al., 2013) e pelo fator de crescimento placentario (PIGF) (Vrachnis
et al., 2013). As acOes pré-angiogénicas do VEGF e do PIGF sdo mediadas principalmente por
meio da ligacdo aos seus receptores de tirosina-quinase associados a membrana, 0s quais Sao:
receptor de VEGF tipo 1 (VEGFR-1 ou FIt-1) ou receptor de VEGF tipo 2 (VEGFR-2 ou Flk-
1) (Jardim et al., 2015). Os niveis plasmaticos de PIGF sdo baixos em mulheres ndo-gestantes
(~44 pg/mL) (Romero et al., 2008), mas aumentam consideravelmente durante a gestacao,
alcancando niveis aproximados de 574 pg/mL ao redor da 30% semana gestacional (Krauss et
al., 2004). Ademais, embora 0 PIGF possua apenas 1/10 de afinidade pelo VEGFR-1
comparado ao VEGF, seus niveis estdo 40 vezes maiores em comparacao aos niveis de VEGF
em gestantes saudaveis (Shah e Khalil, 2015). Por causa disso, o PIGF contribui para a dilatagdo
dos vasos uterinos, promove a proliferagcdo de células endoteliais e atua na vasculogénese e no

desenvolvimento placentario (Shah e Khalil, 2015).
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1.2. Endotélio e éxido nitrico na gestacdo

Dentre as inumeras alteracdes vasculares observadas na gestacdo, uma importante
consiste no papel desempenhado pelo endotélio vascular. O endotélio vascular € uma
monocamada celular que circunda 0s vasos sanguineos e é o principal responsavel pela
regulacdo do tdnus vascular por secretar fatores vasoativos (Searle e Sahab, 1992; Cannon,
1998). Embora inicialmente o endotélio fosse considerado apenas uma barreira entre o Iimen
e as camadas do vaso, verificou-se que além de seu papel de protecdo mecanica, também possui
funcGes sintéticas e secretoras (Fishman, 1982; Britten et al., 1999).

Furchgott e Zawadski mostraram pela primeira vez o papel do éxido nitrico (NO) no
relaxamento vascular mediado por células endoteliais (Furchgott e Zawadzki, 1980). Esse
importante mediador gasoso é produzido pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) (Moncada e
Higgs, 1993). A NOS apresenta trés isoformas: NOS neuronal (nNOS — isoforma 1), NOS
induzida (iNOS - isoforma Il) e NOS endotelial (eNOS — isoforma 111). Na célula endotelial, a
eNOS é a maior responsavel pela produgdo de NO na vasculatura (Lamas et al., 1992), em um
processo mediado pela ligacdo do célcio a calmodulina que promove a ativacdo da eNOS
(Rafikov et al., 2011).

Nas células endoteliais, a eNOS converte 0 aminoécido L-arginina em L-citrulina e NO.
O NO produzido difunde-se para as células musculares e promove um aumento intracelular do
monofosfato ciclico de guanosina (cCGMP) (Palmer et al., 1988). Este inicia uma série de
eventos intracelulares cujo produto final € a reducdo do calcio intracelular da fibra muscular,
promovendo o relaxamento vascular (Carvajal et al., 2000).

Diversos estudos evidenciam o papel do NO durante as adaptacdes ocorridas na
gestacdo. Foi mostrado que as concentracdes de nitrito, um metabolito do NO, esta aumentado
no plasma de mulheres gestantes (Shaamash et al., 2000; Choi et al., 2002). Além disso, tanto

a expressdo quanto a atividade de eNOS estdo aumentadas na artéria uterina e na placenta de
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gestantes saudaveis (Nelson et al., 2000; Dotsch et al., 2001). Ademais, estudos clinicos
utilizando a técnica de dilatagdo mediada pelo fluxo (FMD) mostram que a dilatacdo da artéria
braquial aumenta ao longo da gestacdo (Sierra-Laguado et al., 2006). Uma vez que esse teste
avalia a capacidade endotelial, uma maior dilatacdo pode estar relacionada a maior producao
de NO (Sierra-Laguado et al., 2006). Também foi observado que a infusdo de No-monometil-
L-arginina (L-NMMA), um inibidor nao especifico da NOS, promoveu uma maior resposta
contratil em vasos periféricos de mulheres gestantes quando comparado as ndo-gestantes
(Williams et al., 1997).

Estudos em animais também mostram a importancia do NO nas adapta¢des vasculares
da gestacao. A expressao génica e proteica de eNOS esta aumentada em ratas prenhes saudaveis
(Alexander et al., 1999). Também foi relatado em camundongos knockout para a eNOS um
aumento da pressdo arterial na gestacdo (Hefler et al., 2001). Além disso, diversos estudos em
modelos animais mostraram que a inibicdo farmacoldgica da eNOS com o uso da nitro-L-
arginina-metil-éster (L-NAME) causa 0 aumento da pressao arterial materna e danos as mées e
as proles (Goncalves-Rizzi et al., 2018), evidenciando a importancia do NO durante a gestagéo

saudavel.

1.3.Desordens hipertensivas gestacionais
Em algumas mulheres, falhas nos mecanismos de adaptacéo a gestacdo podem ocasionar
desordens hipertensivas gestacionais, que sdo as maiores causas de morbidade e mortalidade
tanto materna quanto fetal (Uzan et al., 2011). Estas alteragcdes hipertensivas podem ter as
seguintes classificagdes:
e Hipertensdo cronica/pré-existente, cujo niveis pressoricos maternos ja estao

aumentados antes da gravidez (pressdo sistolica > 140/ diastdlica > 90 mmHg), sem

normalizacdo desses niveis ap0os o parto (American College Of et al., 2013);
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e Hipertensdo gestacional cujo aumento dos niveis pressoricos se instalam durante
a gestacdo, apds a 20% semana, sem presenca de proteinuria ou complicagfes sistémicas
caracteristicas da pré-eclampsia e sdo normalizados ap6s o parto (Buchbinder et al., 2002);

e Pré-ecldmpsia cuja hipertenséo é diagnosticada ap6s a 20? semana gestacional
com frequente presenga de proteintria (> 0,3g/24h). Além disso, podem ocorrer complica¢des
hematoldgicas, hepaticas e neurologicas (Brennan et al., 2014; Kao et al., 2016; Zhu et al.,
2016);

e Hipertensdo crénica/pré-existente sobreposta por pré-eclampsia. Nesse tipo de
hipertensdo, a mulher com hipertensdo cronica, durante a gestacdo passa a apresentar
proteindria e outras alteracdes sistémicas caracteristicas da pré-eclampsia (American College

Of et al., 2013).

1.3.1. Pré-eclampsia

A pré-eclampsia é uma desordem gestacional com alta prevaléncia, acometendo cerca
de 5 a 8% das gestagdes (Possomato-Vieira e Khalil, 2016). Além disso, esta relacionada a
restricdo do crescimento fetal (Kulandavelu et al., 2013; Goulopoulou e Davidge, 2015; Zhu et
al., 2016), causando predisposicao ao parto prematuro e maior risco ao recém-nascido (Backes
etal., 2011).

Embora a fisiopatologia permaneca desconhecida, diversos estudos consideram que a
placenta apresenta um papel chave na ocorréncia da pré-eclampsia (Ali e Khalil, 2015).
Acredita-se que a pré-eclampsia se inicia com uma deficiente invasdo trofoblastica nas artérias
espiraladas, provocando um quadro de isquemia/hipdxia placentaria pela insuficiente perfuséo
sanguinea (Karumanchi et al., 2005). O estado de isquemia/hipdxia placentaria aumenta o
estresse oxidativo e a liberacdo de fatores anti-angiogénicos (Gilbert et al., 2008). Em seguida,

esses fatores liberados pela placenta atingem as células endoteliais (Roberts, 1998),
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promovendo uma disfuncdo endotelial generalizada que culmina com o aumento da pressao
arterial.

Um importante fator anti-angiogénico € o fms-like tirosina kinase soltvel 1 (sFlt-1). O
sFIt-1 é a forma soltvel do receptor Flt-1, onde se ligam 0 VEGF e 0 PIGF. Uma vez que esse
receptor encontra-se soltvel na circulacéo, ele se liga ao VEGF e ao PIGF e impede suas agdes
angiogeénicas (Di Marco et al., 2009). Ainda que ndo se conhegcam 0S mecanismos exatos da
regulacao do sFlt-1, estes parecem estar associados a hipoxia, visto que pesquisas mostram uma
secrecdo do sFlt-1 em tecido placentario in vitro exposto a baixas concentracdes de oxigénio,
provavelmente pela regulacéo do fator induzido por hipéxia (HIF-1a) (George e Granger, 2011,
Ali e Khalil, 2015).

Observou-se que o sFIt-1 estd aumentado na circulacdo de mulheres com pré-eclampsia
(Kim et al., 2007) e esse aumento promove diminuicao de 53% da relacdo VEGF/sFIt-1 e uma
diminuicdo de 70% na relacdo PIGF/sFIt-1 na placenta pré-eclamptica (Ahmad e Ahmed, 2004).
Estudos em modelos animais, utilizando a técnica da reducdo da pressdo de perfusdo uterina
(RUPP), mimetizam o estado de isquemia/hipoxia placentaria que ocorre na pré-eclampsia e
eles demonstraram a ocorréncia de aumento dos niveis plasmaticos de sFlt-1 (Gilbert et al.,
2007).

Também foi demonstrado que o sFIt-1 causa danos a celulas endoteliais in vitro e que
esse dano é revertido pela administracdo exdgena de VEGF e PIGF (Maynard et al., 2003).
Ainda, estudos mostram que em mulheres com pré-eclampsia, os niveis plasmaticos de sFlt-1
séo inversamente relacionados aos niveis de nitrito (Sandrim et al., 2008), indicando que o sFlt-
1 causa dano endotelial e diminui os niveis de NO. Complementando esses achados, foi tambem
relatado, por meio de estudos que empregaram modelos animais utilizando L-NAME para inibir
a sintese de NO durante a gestacdo, a ocorréncia de uma diminuicdo dos niveis de NO com

concomitante aumento de sFlt-1 (Goncalves-Rizzi et al., 2016; Possomato-Vieira et al., 2016).
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Pesquisas relataram também que, em modelos de hipertensdo gestacional induzido por
RUPP, hd uma diminuicdo da sensibilidade de resposta contratil a acetilcolina (ACh) na aorta,
artéria mesentérica, artéria renal e artéria cardtida (Zhu et al., 2016), evidenciando uma
disfuncédo endotelial. Além disso, artérias uterinas incubadas com o plasma de mulheres pré-
eclampticas também apresentaram reducdo de resposta vasodilatadora do NO mediada por
metacolina, um analogo sintético da ACh (Kao et al., 2016). Kao (2016) relata que, na presenca
de scavengers de moléculas oxidantes, essas artérias uterinas previamente incubadas com
plasma de mulheres pré-eclampticas tem suas respostas vasculares reestabelecidas. Portanto,
compreende-se que 0 estresse oxidativo contribui para a instalacdo de disfuncdo endotelial na
pré-eclampsia (Kao et al., 2016) e pode estar associado aos niveis aumentados de sFlt-1 (George
e Granger, 2011; Ali e Khalil, 2015). Esse processo fisioldgico relacionado ao aumento da
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como anion superoxido (O2), pode ter como
explicacdo a capacidade do NO, produzido na célula endotelial, de reagir com as ROS,
formando peroxinitrito (ONOQO), consequentemente ha diminuicdo da biodisponibilidade de
NO, agravando os quadros hipertensivos (Forstermann e Li, 2011).

Além disso, em outros modelos animais de inducdo de hipertenséo gestacional, como o
modelo de imposicdo de expansdo excessiva de volume pela administracdo de acetato de
desoxicorticosterona (DOCA) a ratas prenhes, cuja dgua potavel foi substituida por solucéo
salina (0,9%), também apresentaram reducdo dos niveis circulantes de PIGF (Agunanne et al.,
2010), além de reducéo dos niveis de NO (Mitchell et al., 2007) e aumento de estresse oxidativo

(Mitchell et al., 2007).

1.4 Efeitos da pravastatina independentes da reducéo do colesterol
Como a diminuicdo dos niveis de NO causa problemas de hipertensdo gestacional, a

promocdo do aumento de seus niveis plasmaticos torna-se interessante como estratégia
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terapéutica na pre-eclampsia (Murphy et al., 2012; Amaral et al., 2015; Goncalves-Rizzi et al.,
2016; Ormesher et al., 2018). Nesse contexto, estudos tem mostrado que as estatinas sao
capazes de aumentar a biodisponibilidade de NO (Dobrucki et al., 2001), apresentando-a como
um potencial agente terapéutico no tratamento das desordens hipertensivas da gestacao.

As estatinas sdo clinicamente prescritas por sua acdo na reducdo dos niveis de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), pois inibem competitivamente a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima redutase (HMG-CoA), enzima envolvida na sintese do colesterol
enddgeno (Alberts et al., 1980). Porém, numerosos estudos clinicos confirmaram os multiplos

beneficios terapéuticos das estatinas independentes da reducéo do colesterol (Bedi et al., 2016).

Ensaios pre-clinicos demonstraram a acdo antioxidante das estatinas associada a
diminuicdo da producdo de ROS e aumento da expressdo da hemoxigenase-1 (Hmox-1)
(Ramma e Ahmed, 2014; Violi e Pignatelli, 2014; Brownfoot et al., 2015), uma enzima com
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes. Outra acdo das estatinas resulta do seu
mecanismo em reduzir marcadores e mediadores inflamatérios como a proteina C-reativa
(PCR), moléculas de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) e moléculas de adesdo da célula vascular-
1 (VCAM-1), prevenindo a progressao da aterosclerose, da disfuncdo endotelial e processos

pré-trombéticos (Jain e Ridker, 2005).

Além disso, estudos clinicos e experimentais descrevem os efeitos das estatinas na via
do NO (Ma e Ma, 2014; Bao et al., 2018; Kowalska et al., 2018; Li et al., 2018). Um estudo
clinico avaliou os efeitos do tratamento com pravastatina na expressdo de eNOS na aorta
abdominal de pacientes submetidos a cirurgia para reparo de aneurisma aortico. Esse estudo
revelou que o tratamento com pravastatina aumentou a expressdo de eNOS (Kowalska et al.,
2018). Ademais, um estudo mostrou que os efeitos benéficos promovidos pela pravastatina no
dano pulmonar agudo eram revertidos pelo uso de L-NAME (Bao et al., 2018), indicando que
os efeitos dessa estatina eram mediados pelo NO produzido pela eNOS.
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De maneira semelhante, o tratamento com pravastatina ou fluvastatina aumentaram a
expressao da eNOS em ratos Sprague-Dawley, o que foi relacionado com a diminuicéo da area
de lesdo em infarto do miocardio (Li et al., 2018). O aumento da expressdo da eNOS também
foi observado em coelhos tratados com pravastatina e além disso, foi observado uma melhora

no relaxamento NO-dependente, induzido pela ACh (Arora et al., 2012). Nesse estudo, 0s

495 1177

autores também avaliaram a fosforilacdo dos residuos de treonina®> e serina*'’, que séo vias
de ativacdo da eNOS (Mount et al., 2007; Arora et al., 2012). Confirmando esses achados,
estudos in vitro utilizaram células da veia umbilical humana (HUVECS), incubando-as por 24
horas com fluvastatina, lovastatina ou cerivastatina. Esses estudos mostraram um aumento da
atividade e expressdo da eNOS (Meda et al., 2010). Além disso, esse trabalho demonstrou um
acumulo de GMPc, indicando a ativacdo da via do NO, apés o tratamento com estatinas (Meda

etal., 2010).

As semelhancas fisiopatologicas e os fatores de risco compartilhados pela pré-eclampsia
e pelas doencas cardiovasculares levaram a hipétese da eficacia semelhante das estatinas na

prevencdo ou no tratamento da pré-eclampsia.

Considerando os efeitos pleiotropicos das estatinas, especialmente suas propriedades
antiinflamatdrias, antioxidantes, antitrombaticas e na melhora da disfuncdo endotelial (Hermida
e Balligand, 2014; Girardi, 2017), foi aventada uma hipGtese para eficacia semelhante das
estatinas na prevencao ou no tratamento da pré-eclampsia. A selecdo da pravastatina para novos
estudos durante a gestacdo dentre outras estatinas € justificada por sua alta hidrofilicidade
(Lecarpentier et al., 2012; Esteve-Valverde et al., 2018). Devido a essa caracteristica
farmacocinética, a transferéncia transplacentaria de pravastatina da mae para o feto é bastante

limitada (Costantine et al., 2016).
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Nos Gltimos anos, estudos em animais mostraram que as estatinas sdo eficazes na
prevencdo de complicacBes gestacionais importantes, como a hipertensdo gestacional. A
pravastatina usada em modelos animais de hipertensao gestacional reduziu a pressao arterial,
melhorou a funcdo vascular, reduziu os niveis de sFlt-1 circulantes e aumentou os niveis de
PIGF e VEGF (Redecha et al., 2009; Kumasawa et al., 2011; Bauer et al., 2013; Saad et al.,

2014; Garrett et al., 2018).

Além disso, um ensaio clinico utilizando pravastatina foi realizado com o objetivo de
avaliar a farmacocinética e a seguranca da pravastatina como tratamento profilatico em
gestantes com alto risco de desenvolver pré-eclampsia. No ensaio, as mulheres receberam
pravastatina diariamente em uma dose de 10 mg ou placebo por via oral, iniciando o tratamento
antes de 16 semanas de gestacdo até o parto. Os resultados mostraram que nenhum risco de
seguranca identificavel foi associado ao uso de pravastatina nessas mulheres. Na maioria das
pacientes, as concentracdes de pravastatina no plasma materno e no corddao umbilical no
momento do parto estavam abaixo do limite inferior de quantificacdo do ensaio. Ademais,
embora ndo estatisticamente significante, no grupo tratado com pravastatina houve uma
tendéncia a menores ocorréncias de pré-eclampsia e também uma melhora no perfil
angiogeénico, ou seja, diminuicdo dos niveis de sFlt-1 e aumento dos niveis plasmaticos de PIGF

(Costantine et al., 2016).

Em 2016, Chaiworapongsa et al. conseguiram evitar a morte fetal em uma paciente com
depdsito macico de fibrina na placenta e infarto do assoalho materno. O tratamento com
pravastatina diminuiu os niveis de sFlt-1 e aumentou os niveis de PIGF, demonstrando assim o
uso potencial da pravastatina no quadro de um desequilibrio angiogénico (Chaiworapongsa et

al., 2016).



Estudos sobre o0 uso da pravastatina para a prevencdo da pré-eclampsia precisam ser
continuados, uma vez que 0s presentes achados parecem indicar a pravastatina como forte
candidata terapéutica no tratamento da pré-eclampsia e de outros disturbios hipertensivos da

gestacao.

Portanto, os estudos realizados durante esse curso de mestrado tiveram como objetivos
investigar o envolvimento do NO na interface feto-placentéria, sua relacdo com a restri¢do do
crescimento fetal, vasodilatacdo dependente do endotélio, equilibrio angiogénico e estresse
oxidativo, bem como avaliar os reflexos maternos na pressao arterial mediado pelo tratamento

com pravastatina em um modelo experimental de hipertensao gestacional.
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Abstract

Pre-eclampsia and hypertensive disorders of pregnancy are frequently associated
with foeto-placental growth restriction, and that may be triggered by angiogenic
imbalance and endothelial dysfunction. Impaired nitric oxide (NO) bioavailability
seems to be involved in these pathophysiological changes observed in hyperten-
sive pregnancy. Pravastatin has shown efficacy and to be safe during hypertension
in pregnancy. However, NO involvement in pravastatin effects during maternal
hypertension and foeto-placental development is unclear. Therefore, we aimed to
examine pravastatin effects on placental NO formation, endothelium-dependent
vasodilation, systolic blood pressure and foeto-placental development in hyperten-
sive pregnant rats. Biochemical determinants of angiogenesis and oxidative stress
were also assessed. Pregnant rats were distributed into four groups: normal preg-
nancy (Norm-Preg), pregnancy+pravastatin (Preg-Prava), hypertensive pregnancy
(HTN-Preg) and hypertensive pregnancy+pravastatin (HTN-Preg+Prava). Our
results showed that pravastatin treatment blunts hypertension and foeto-placental
growth restriction. Also, increases in placental NO levels were found in the HTN-
Preg+Prava group. Pravastatin prevents impaired endothelium-dependent acetyl-
choline-induced vasodilation, exacerbated contractile response to phenylephrine
and increases in oxidative stress in the HTN-Preg+Prava group. Increased soluble
fms-like tyrosine kinase-1-to-placental growth factor (sFlt-1/PIGF) ratio is
reversed by pravastatin treatment in the HTN-Preg+Prava group. We conclude
that NO formation and endothelium-dependent vasodilation underlie pleiotropic
effects associated with pravastatin treatment against hypertension in pregnancy,

intrauterine growth restriction, vascular dysfunction and angiogenic imbalance.
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1 | INTRODUCTION

Statins are clinically prescribed for cholesterol biosynthesis
inhibition and for preventing the onset and progression of
atherosclerotic cardiovascular disease.’ Although statin
usage to this end is supported by decades of preclinical
investigations and clinical trials,”* additional and beneficial
effects have been revealed.” In this regard, pleiotropic effects
of statins have been associated with nitric oxide (NO) sig-
nalling,”® and pravastatin markedly increased endothelium-
dependent vasodilation in spontaneously hypertensive male
7 Moreover, recent studies have demonstrated that
pravastatin presents favourable safety and pharmacokinetic
profiles to its use during pregnancy.®’

Pravastatin has shown protective effects during foetal
development in gestational hypertension in animals.'®!" In
addition, in humans, pravastatin effects involved aug-
mented levels of vasodilator NO' that prevented the onset
of pre-eclampsia ° and attenuated the intrauterine growth
restriction, 12 However, these cholesterol-independent
mechanisms due to pravastatin have not yet been fully clar-
ified in hypertensive disorders of pregnancy correlated with
foetal growth restriction.

A marked foetal growth and uteroplacental vasculariza-
tion arise during pregnancy,'> and previous evidence
in vitro suggests that NO produced into human foeto-
placental circulation contributes to the maintenance of
adequate blood supply to the growing foetus.'"* Also, NO
seems to be involved in modulation of placental growth
factor (PIGF) and soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-
1), the key molecules in angiogenesis and vasculogene-
sis.'> These findings are particularly interesting, since
complications of pre-eclampsia involve endothelial and
vascular dysfunctions that may be caused by angio-
genic imbalance, pro-oxidant state and reduced NO
bioavailability.'®'®

Therefore, in the present study, we used an animal
model of hypertensive pregnancy induced by deoxycorti-
costerone acetate (DOCA) and sodium chloride (DOCA-
salt), which results from the imposition of excessive
volume expansion'® and which in previous studies has
shown that DOCA-salt—treated pregnant rats developed
hypertension, foetal growth restriction, endothelial dysfunc-
tions and other pre-eclamptic features.'®?° Accordingly, we
aimed to investigate whether NO signalling underlies
pravastatin pleiotropic effects in foeto-placental interface
and in endothelium-dependent vasodilation. In order to
examine these mechanisms in hypertension in pregnancy,
we measured maternal blood pressure, foetal and placental
weights, placental NO formation and vascular and endothe-
lial functions, and we also evaluated biochemical determi-
nants of angiogenesis and oxidative stress after pravastatin
treatment.

rats.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Animals and experimental protocols

Wistar rats (200-250 g) were housed in cages at 22 + 2°C
on a 12-hour light/dark cycle and given free access to
water and rat chow. Each female rat was separately mated
overnight. Day 1 of pregnancy was defined when sperma-
tozoa were found in a vaginal smear. Hypertensive preg-
nancy was induced by the DOCA-salt model. Briefly,
pregnant rats were injected with 12.5 mg of DOCA
(#D7000; Sigma, St. Louis, MO, USA) intraperitoneally
(i.p.) in a depot form on gestational day 1, followed by 1i.p.
injections of DOCA (6.5 mg) on gestational days 7 and 14.
Moreover, drinking water was replaced by 0.9% saline
solution throughout gestation, as previously described.'*°

Pregnant rats were randomized and assigned to four
groups: pregnant rats receiving daily 0.9% saline solution
(0.3-0.45 mL) injections (i.p.) and potable water (0.3-
0.45 mL) via gavage (Norm-Preg, n = 10); pregnant rats
submitted to the DOCA-salt model and treated with potable
water via gavage (HTN-Preg, n = 10); pregnant rats receiv-
ing 0.9% saline solution injections (i.p.) and pravastatin
solubilized in potable water (10 mg/kg per daily) via gav-
age (0.3-0.45 mL, Preg-Prava, n = 10); and pregnant rats
submitted to the DOCA-salt model and treated with pravas-
tatin (10 mg/kg per daily) via gavage (HTN-Preg+Prava,
n = 10). Rats received pravastatin from gestational days 10
to 19. Pravastatin was given to the animals 3 hour before
systolic blood pressure measurements. Pravastatin dosage
was chosen based on its elimination half-life and likewise
on the lowest dose used in women with pre-eclampsia.®’

Animals were killed on gestational day 19 under overdose
of isoflurane followed by exsanguination. Soon after killing,
dams were placed in a supine position and a caesarean sec-
tion was performed. Then, foetal and placental weights and
litter size (total number of pups) were recorded. Blood sam-
ples were collected in lyophilized heparin-containing tubes
(Vacutainer; Becton Dickinson, Oxford, UK) and immedi-
ately centrifuged for plasma separation. Plasma was stored at
—80°C until use for biochemical analysis.

All  procedures for animal
approved by the Institutional Ethics Committee (protocol
no. 960/2017), which complied with international guideli-
nes of the European Community for the use of experimen-
tal animals. The study was conducted in accordance with
the BCPT policy for experimental and clinical studies.”'

experimentation were

2.2 | Blood pressure measurements

Systolic blood pressure (mmHg) was measured using tail-
cuff plethysmography (Insight, Ribeirao Preto, Sao Paulo,
Brazil, catalogue #EFF-306). Briefly, conscious rats were
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first acclimated in a quiet room, conditioned and restrained
in a warm-box (Insight, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil,
catalogue #EFF-307) at 40°C for 5-10 min. Systolic blood
pressure was determined as the average of the cuff infla-
tion—deflation (3-6 cycles) by a trained operator.”> Mea-
surements on gestational days 14, 16 and 19 were
performed 3 hr before drug or saline administrations.

2.3 | Determination of placental nitrite/
nitrate (NOx)

We used Griess reagents followed by reduction of nitrous
species with vanadium chloride IIT to examine NOx concen-
trations.*> Briefly, placental tissue was homogenized in cold
Krebs solution and the homogenates were centrifuged at
15 000xg at 4°C for 15 minutes. Supernatant was removed
and incubated with 100 pL of saturated solution of vana-
dium chloride III for 3 hour at 37°C with agitation for nitrate
reduction. After incubation, 50 pL. of 1% sulphanilamide
solution in 5% phosphoric acid was added and plate-incu-
bated for 10 minutes, protected from light. Then, 50 pL of
0.1% N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride solu-
tion was added followed by 10-minutes incubation in the
dark. Absorbance at 535 nm was read in spectrophotometer
(Synergy 4; BIOTEK, Winooski, VT, USA), and NOx con-
centration was calculated using a standard curve of sodium
nitrite (1.56-100 pmol/L). The NOx levels in placental tissue
were expressed as pmol/100 mg tissue.

2.4 | Determination of placental lipid
peroxidation

Lipid peroxidation was determined through measurements
of thiobarbituric acid (TBA)-reactive substances (TBARS).
Briefly, TBA reacts with malondialdehyde (MDA), which is
the end product of lipid peroxidation and produces a colori-
metric reaction that is measured by spectrophotometer at a
wavelength of 532 nm.>* In test tubes, a reaction mixture
containing 100 pL of distilled water, 50 pL of 8.1% sodium
dodecyl sulphate (SDS), 100 pL of samples, 375 pL of
acetic acid 20% and 375 pL of TBA 0.8% was incubated in
a water bath at 95°C for 1 hour and subsequently cen-
trifuged at 15 000xg for 10 minutes. Standard curve was
prepared in a similar manner, replacing samples with 25 puL
of known concentrations of MDA. Placental TBARS were
calculated against a standard curve of MDA (20-320 nmol).
The results were expressed as MDA levels/100 mg tissue.

2.5 | Determination of plasma sFIt-1 and
PIGF levels

Commercial enzyme immunoassay (ELISA) kits for sFlt-1
(#ELM-VEGFR1; RayBiotech Inc., Norcross, GA, USA)
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and PIGF (#E-EL-R0742; Elabscience Inc., Houston, TX,
USA) were used. Assays were performed according to the
manufacturer's instructions. Plasma levels were expressed
in pg/mL.

2.6 | Vascular reactivity

Thoracic aortas were dissected and rings were obtained (3-
4 mm). The aortic rings were placed into a 10-mL organ
chamber containing Krebs-Henseleit solution (NaCl 130;
KCIl 4.7; CaCl, 1.6; KH,PO, 1.2; MgSO, 1.2; NaHCO;
15; glucose 11.1, in mmol/L) kept at pH 7.4 and 37°C and
bubbled continuously with a mixture of 95% O, and 5%
CO,. Rings were suspended between two wire hooks. One
hook was fixed to a stationary support, and the other hook
was connected to an isometric force transducer. Changes in
aorta tension were recorded using FORT10 isometric force
transducers connected to Transbridge 4M Transducer
Amplifier (WPI, Sarasota, FL, USA) connected to a PC-
based MP100 System and analysed offline using
AcqKnowledge version 3.5.7 software (Biopac Systems
Inc., Goleta, CA, USA).

Thoracic aorta rings were stretched under 1.5 g basal
tension and were allowed to equilibrate for 45 minutes.
After equilibration, a control contraction to
96 mmol/L. of KCI was elicited. Once KCl maximum
contraction was reached, tissue was rinsed with Krebs
three times, 15 minutes each. Aorta rings were stimulated
with increasing concentrations of phenylephrine (PHE,
107 to 10~ M). In order to investigate endothelial func-
tion, vascular tissues were pre-contracted with PHE
(107° M) followed by increasing concentrations of acetyl-
choline (ACh, 107 to 10~* M). Participation of endothe-
lium-dependent NO in vascular relaxation was evaluated
in concentration-response curves to ACh obtained in the
presence of No-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME,
3x 1074 mol/L), added in the last 30-minutes stabiliza-
tion period.”>** Concentration-contraction curves were
constructed, and the maximal response to PHE was
recorded. Concentration-effect curves to ACh, in the pres-
ence or absence of L -NAME, were expressed as the %
relaxation to PHE contraction. Non-linear regression
(variable slope) of the obtained concentration-effect
curves revealed the maximal response (E,.x) and negative
logarithm of the concentration that evoked 50% of the
maximal response (pECs), as previously described.?’

tissue

2.7 | Data analysis and statistics

The results are expressed as means + SEM. Comparisons
between groups were assessed by two-way analysis of
variance (ANOVA) or one-way ANOVA followed by
Tukey's test (GraphPad Prism® 6.0, San Diego, CA,
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USA). A probability value P < 0.05 was considered
significant.

3 | RESULTS

3.1 | Pravastatin prevents hypertensive
pregnancy and intrauterine growth restriction

No significant differences were observed in systolic blood
pressure on gestational day 14 (133 + 5 to 148 + 4 mmHg;
Figure 1). On gestational days 16 and 19, systolic blood
pressure was elevated in the HTN-Preg group (163 + 2 and
160 + 2 mmHg, respectively; Figure 1) compared to the
Norm-Preg group (132 + 2 and 127 + 1 mmHg, *P < 0.05,
respectively; Figure 1). However, pravastatin blunted the
increases in systolic blood pressure in HTN-Preg+Prava ani-
mals on gestational days 16 and 19 (134 £2 and
136 + 2 mmHg, respectively, “P < 0.05; Figure 1).
Decreases in foetal weight were found in the HTN-
Preg group (1.75 + 0.02 g, *P < 0.05; Figure 2A) com-
pared to the Norm-Preg and Preg-Prava groups
(2.84 + 0.13 and 2.58 + 0.06 g, respectively; Figure 2A).
However, pravastatin reversed foetal growth restriction in
the HTN-Preg+Prava group (2.4 +0.04 g, *P < 0.05;
Figure 2A). Also, placental weight was reduced in the
HTN-Preg group (0.25 + 0.01 g; Figure 2B) compared to
the Norm-Preg group (0.33 +0.01 g, *P <0.05;
Figure 2B). However, the Preg-Prava and HTN-Preg+

Prava groups showed increases in placental weights

(0.45 + 0.01 and 0.46 + 0.01 g, respectively, **P < 0.05;
Figure 2B). Number of pups presented no significant dif-
ferences among groups (13 + 0.7, 11 + 1.6, 12 + 0.9 and
Preg-Prava,
respectively;

12+ 0.2 were found in the Norm-Preg,
HTN-Preg and HTN-Preg+Prava groups,
Figure 2C).

(mm Hg)
=
=

Systolic Blood Pressure

16
Gestational days

3 Norm-Preg Preg-Prava EE@ HTN-Preg

B8 HTN-Preg+Prava

3.2 | Pravastatin increases placental NO
formation and prevents significant increases in
oxidative stress in hypertensive pregnant rats

Increases in placental NOx were found in HTN-Preg+Prava
animals (23 + 2 pmol/100 mg tissue) compared to the Norm-
Preg (14 = 2 pmol/100 mg  tissue) and  HTN-Preg
(15 + 2 pmol/100 mg tissue) groups (**P < 0.05; Fig-
ure 3A). Placental total NOx in the Preg-Prava group
(17 £ 3 pmol/100 mg tissue) was similar to those found in the
Norm-Preg and HTN-Preg groups (Figure 3A). In addition,
placental MDA levels were increased in the HTN-Preg group
(28 = 1 nmol/100 mg tissue) compared to Norm-Preg and
Preg-Prava animals (16 + 1 and 17 + 2 nmol/100 mg tissue,
respectively, #*p < 0.05; Figure 3B). However, the HTN-
Preg+Prava group presented no significant increases in placen-
tal MDA levels (22 + 1 nmol/100 mg tissue) when compared
to the Norm-Preg and Preg-Prava groups (Figure 3B).

3.3 | Pravastatin prevents angiogenic
imbalance induced by hypertension in
pregnancy

The sFIt-1/PIGF ratio was increased in the HTN-Preg group
(12 + 2) compared to the Norm-Preg group (5 + 1,
*P < 0.05; Figure 4A). However, pravastatin restored sFlt-1/
PIGF ratio in the HTN-Preg+Prava group (3 + 0.3,
P < 0.05; Figure 4A), since similar sFlIt-1/PIGF ratios were
found when compared to the Norm-Preg and Preg-Prava
groups (Figure 4A). Also, plasma levels of sFlt-1 were
reduced in the HTN-Preg+Prava group (274 + 32 pg/mL)
compared to the Norm-Preg group (450 + 45 pg/mL,
*P < 0.05; Figure 4B). Similar plasma levels of sFlt-1 were
found in the Norm-Preg and Preg-Prava (355 + 79 pg/mL)
groups when compared to the HTN-Preg group (406 + 29 pg/
mL; Figure 4B). Also, plasma levels of PIGF were increased

FIGURE 1 Systolic blood pressure
measured on gestational days 14, 16 and 19
among the four groups: normal pregnancy
(Norm-Preg), pregnancy+pravastatin (Preg-
Prava), hypertensive pregnancy (HTN-Preg)
Z and hypertensive pregnancy+pravastatin
(HTN-Preg+Prava). Values represent
mean + SEM. *P < 0.05 vs Norm-Preg;
#P < 0.05 vs HTN-Preg
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FIGURE 2 Foetal (A) and placental (B) weights and litter size
(C) were recorded on gestational day 19 among the four groups:
normal pregnancy (Norm-Preg), pregnancy+pravastatin (Preg-Prava),
hypertensive pregnancy (HTN-Preg) and hypertensive
pregnancy-+pravastatin (HTN-Preg+Prava). Values represent

mean + SEM. *P < 0.05 vs Norm-Preg; #P < 0.05 vs HTN-Preg

in the HTN-Preg-Prava group (77 + 8 pg/mL) compared to
the HTN-Preg group (39 + 9 pg/mL, *P < 0.05; Fig. 4C).
Similar plasma levels of PIGF were found in the Norm-Preg
(63 = 11 pg/mL) and Preg-Prava (52 + 13 pg/mL) groups
compared to the HTN-Preg group (Figure 4C).

3.4 | Pravastatin prevents impaired
endothelium-dependent acetylcholine-induced
vasodilation and hyper-reactive response to
phenylephrine caused by hypertension in
pregnancy

While E,,.x to phenylephrine showed no difference among
groups (Figure SA and Table 1), pECsy values were only
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FIGURE 3 Placental levels of NOx (A) and TBARS (B) were
determined among the four groups: normal pregnancy (Norm-Preg),
pregnancy-+pravastatin (Preg-Prava), hypertensive pregnancy (HTN-
Preg) and hypertensive pregnancy-+pravastatin (HTN-Preg+Prava).
Values represent mean + SEM. *P < 0.05 vs Norm-Preg; *P < 0.05
vs HTN-Preg

increased in the HTN-Preg group compared to the other
groups. However, pravastatin blunted hyper-reactive response
to phenylephrine in the HTN-Preg+Prava group (*P < 0.05;
Figure 5A and Table 1). In addition, while maximum acetyl-
choline-induced vasodilation was only impaired in the HTN-
Preg group compared to the other groups, pravastatin restored
maximum acetylcholine-induced vasodilation in the HTN-
Preg+Prava group (*P < 0.05; Figure 5B and Table 1). How-
ever, L -NAME inhibited acetylcholine-induced vasodilation
in all groups (Figure 5C and Table 1). Moreover, no signifi-
cant differences among groups were observed in KCl-induced
contraction (Figure 5D and Table 1).

4 | DISCUSSION

The main findings are as follows: (a) pravastatin blunts
increases in systolic blood pressure and foeto-placental
growth restriction induced by hypertensive pregnancy. (b)
Augmented levels of NO in placenta, increased plasma
PIGF with concomitant decreased plasma sFlt-1 and
reduced sFlt-1/PIGF ratio were found in hypertensive preg-
nant rats treated with pravastatin. (c) Pravastatin prevented
impaired  endothelium-dependent  acetylcholine-induced
vasodilation and hyper-reactive vasoconstrictor response to
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FIGURE 4 Plasma levels of anti-angiogenic (soluble fms-like
tyrosine kinase-1: sFlt-1) and angiogenic (placental growth factor:
PIGF) factors. sFlt-1/PIGF ratio (A) and plasma levels of anti-
angiogenic (sFlt-1, (B) and pro-angiogenic (PIGF, (C) factors were
evaluated among the four groups: normal pregnancy (Norm-Preg),
pregnancy-+pravastatin (Preg-Prava), hypertensive pregnancy (HTN-
Preg) and hypertensive pregnancy+pravastatin (HTN-Preg+Prava).
Values represent mean + SEM. *P < 0.05 vs Norm-Preg; *P < 0.05
vs HTN-Preg

phenylephrine caused by hypertensive pregnancy. (d) Ele-
vated oxidative stress induced by hypertensive pregnancy
is prevented by pravastatin.

Insufficiency of the uteroplacental blood flow, angio-
genic imbalance and hypertensive pregnancy may be lead-
ing events causing pre-eclampsia and abnormal foetal
development.® These features of pre-eclampsia have been
reproduced in the same rat model '**° used in the present
study. In line with previous findings, foeto-placental
growth restriction with concomitant elevations in systolic
blood pressure, in plasma sFlt-1/PIGF ratio and in oxida-
tive stress was observed here (HTN-Preg group). Also, we
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FIGURE 5 Phenylephrine (PHE)-induced contraction (A),
acetylcholine (ACh)-induced vasodilation (B), ACh-induced
vasodilation in the presence of Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME, (C) and KCl-induced contraction (D) were evaluated in
thoracic aorta rings from four groups: normal pregnancy (Norm-Preg),
pregnancy-+pravastatin (Preg-Prava), hypertensive pregnancy (HTN-
Preg) and hypertensive pregnancy+pravastatin (HTN-Preg+Prava).
Values represent mean + SEM. *P < 0.05 vs Norm-Preg; *P < 0.05
vs HTN-Preg
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TABLE 1 Maximal response (E.) and negative logarithm of the concentration that evoked 50% of the maximal response (pECso) were

recorded for phenylephrine (PHE)-induced contraction, acetylcholine (ACh)-induced vasodilation, ACh-induced vasodilation in the presence of

No-nitro-L-arginine methyl ester (L -NAME) and KCl-induced contraction in thoracic aorta rings from four groups: normal pregnancy (Norm-

Preg), pregnancy-+pravastatin (Preg-Prava), hypertensive pregnancy (HTN-Preg) and hypertensive pregnancy-+pravastatin (HTN-Preg+Prava)

Norm-Preg Preg-Prava HTN-Preg HTN-Preg+Prava
PHE E,. (2) 1.95 + 0.19 1.94 + 0.16 222 +0.39 1.70 + 0.11
PHE pECs, (—log M) 691 + 0.11* 6.94 + 0.08* 7.80 + 0.30 6.88 + 0.08*
ACh E.x (%) 93.46 + 3.37* 90.43 + 2.77* 71.36 + 8.04 87.77 + 1.84%
ACh pECs (—log M) 7.18 + 0.12 7.13 £ 0.15 6.49 + 0.38 6.99 + 0.12
ACh+ L-NAME E,..x (%) 6.33 = 0.90 3.58 + 1.50 0.72 £ 0.72 6.27 + 2.02
KCI Eax (2) 1.29 + 0.30 1.8 +£0.14 1.54 + 0.19 1.49 + 0.17

Data are expressed as mean + SEM.
*P < 0.05 vs the HTN-Preg group.

found impaired endothelium-mediated vasodilation in
response to acetylcholine and hyper-reactivity in the con-
tractile response to phenylephrine in thoracic aorta rings of
the HTN-Preg group, as previously reported.”*** In addi-
tion, although KCl-induced contraction responses suggest
that vascular calcium influx through voltage-gated calcium
channels could not be behind hyper-reactive response to
phenylephrine observed in the HTN-Preg group,?’ it is pos-
sible that phenylephrine had further activated calcium
influx through receptor and store-operated calcium chan-
nels,”’ and thus, a greater calcium influx could have
occurred in HTN-Preg rats. Taken together, our present
observations support those changes in vascular function
and angiogenic imbalance as important mechanisms that
underlie hypertension and reduced foeto-placental develop-
ment.*>**?° However, our hypothesis was that pravastatin
could prevent these deleterious changes.

Results from the HTN-Preg+Prava group confirm our
hypothesis and provide evidence that reduced systolic
blood pressure, increased foetal and placental weights and
restored vascular function involved endothelial and placen-
tal NO formation. Supporting these suggestions, enhancing
placental NO was only found in the HTN-Preg+Prava
group, thus suggesting that placental effect of pravastatin is
particular to the concurrent presence of hypertensive preg-
nancy.’® Also, pravastatin restored endothelium-dependent
acetylcholine-induced vasodilation in the HTN-Preg+Prava
group, which was similar to that found in the Norm-Preg
group, and this pravastatin effect counteracted hyper-reac-
tive contractile response to phenylephrine in thoracic aorta
rings from HTN-Preg+Prava rats. Furthermore, confirming
the NO involvement in pravastatin treatment, our findings
showed that pre-incubation with a non-selective NO
synthase inhibitor (L -NAME?®) eliminated endothelium-
dependent acetylcholine-induced relaxation.

The increase in plasma sFlt-1/PIGF ratio found in the
HTN-Preg group is consistent with earlier studies reporting

angiogenic imbalance in women with pre-eclampsia®® and in
animal models.”>**-**> However, the HTN-Preg+Prava group
presented elevations in circulating PIGF with concomitant
reductions in circulating sFlt-1 and in sFlt-1/PIGF ratio. We
suggest that the increase in placental NO formation observed
with pravastatin ameliorated angiogenic balance in the HTN-
Preg+Prava group. In accordance, previous studies have
demonstrated NO-mediated regulation of pro- and anti-
angiogenic genes, resulting in an enhanced PIGF associated
with reduced sFlt-1.">'® Consequently, increases in placental
NO caused by pravastatin resulted in adequate blood supply
into foeto-maternal interface; thus, NO allowed foeto-placen-
tal development because it protected against unappropriated
remodelling of the maternal uteroplacental vasculature
induced by hypertensive pregnancy and that caused foeto-
placental growth restriction.***> Therefore, we believe that
the effects of NO signalling may be due to their general
effects on angiogenesis, endothelial cell growth, endothe-
lium-dependent vasodilation, vasculogenesis and placental
development,'-!1:153

We also evaluated antioxidant effects of pravastatin.
While the HTN-Preg group showed elevations in oxidative
stress, the HTN-Preg+Prava group presented no significant
increases compared to those found in Norm-Preg rats. This
is similar to other recent findings with pravastatin in hyper-
tensive pregnancy.''”’ Of note, antioxidant effect of
pravastatin appears to be hypertension-dependent, since the
same pravastatin dosage showed no effects in the Preg-
Prava group compared to the Norm-Preg group. Therefore,
our results suggest that pleiotropic effects of pravastatin in
hypertensive pregnancy include relieving the oxidative
stress.'!

While clinicians have major concern to prescribe
pravastatin during hypertension in pregnancy, a previous
trial has reported that pravastatin concentrations in the
umbilical cord, right after delivery, were below the detec-
tion limit.’ Also, experimental studies were addressed to
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compare teratogenic effects of statins, and because pravas-
tatin is a polar hydrophilic compound, the authors found
no deleterious effects.”*® In accordance, we found that the
Preg-Prava group presented foetal weights similar to those
found in the Norm-Preg group. Moreover, placental
weights were surprisingly higher in animals treated with
pravastatin (the Preg-Prava and HTN-Preg+Prava groups),
suggesting that there may be a pravastatin-dependent effect
which was probably because pravastatin could facilitate tro-
phoblast cell invasion and spiral artery remodelling, result-
ing in enhanced placental development, as previously
reported.””

Some limitations should be considered. Firstly, DOCA
may directly cause premature rupture of amniotic mem-
branes that result in low birthweight.*® Secondly, previous
clinical findings, from small observational studies, showed
less convincing effects of pravastatin regarding foetal
development,g’12 and therefore, further studies are war-
ranted to confirm the pravastatin effects in pregnancies
complicated by intrauterine growth restriction. Thirdly, the
tail-cuff method may impose a substantial amount of ther-
mal and restrain stress that influences blood pressure mea-
surements.*! Lastly, placental labyrinth and inverted yolk
sac placenta of rat could be more sensitive to hyperten-
sion featuring intrauterine growth restriction than the free-
floating villi in human beings.**

5 | CONCLUSION

In conclusion, our results implicate that NO underlies
pleiotropic effects associated with pravastatin during exper-
imental pre-eclampsia. It is possible that NO formation
stimulated by pravastatin restored sFlt-1/PIGF ratio, re-
established endothelium-dependent acetylcholine-induced
vasodilation and counteracted the hyper-reactive vasocon-
traction response to phenylephrine in hypertensive preg-
nancy. Taken together, these pravastatin effects prevented
increases in systolic blood pressure and intrauterine growth
restriction induced by hypertension in pregnancy.
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3. Discusséo

A incidéncia de hipertensdo arterial vem aumentando a cada ano no mundo todo, logo,
é um fator de risco de extrema importancia para doencas cardiovasculares e atualmente exige
grandes gastos de recursos publicos em seus tratamentos (Kreatsoulas e Anand, 2010; Wang et
al., 2017). Dentre as doengas hipertensivas, as gestacionais carecem de uma maior atencao
devido as limitacGes que a gestacdo impde e devido aos prejuizos que causam ndo apenas a
mée, mas também a prole.

Muitos estudos adotam metodologias que buscam mimetizar em modelos animais de
hipertensdo gestacional o que acontece clinicamente durante a pré-eclampsia (Cushen e
Goulopoulou, 2017). Nosso método de inducéo de hipertensdo por DOCA-sal mostrou varias
das condi¢des encontradas em patologias hipertensivas gestacionais. A administracdo de um
derivado mineralocorticoide sintético, DOCA, em combinacdo com a alta ingestdo de solucédo
salina na dieta de ratas Wistar adultas jovens, induz hipertensdo por expansdo de volume
sanguineo (lanosi-Irimie et al., 2005). De maneira similar as pesquisas anteriores, em nossos
estudos a implementacdo do modelo DOCA-sal resultou em aumento de pressdo arterial,
acompanhada de restricdo do crescimento fetal, desequilibrio angiogénico, aumento de estresse

oxidativo, sensibilidade a vasoconstritores e comprometimento da funcéo endotelial.

Em nossos estudos, uma hiperreatividade ao agente vasoconstritor PHE
concomitantemente a uma reducdo da resposta vasodilatadora do endotélio induzida por ACh
foram observadas nos anéis de aorta toracica do grupo HTN-Preg, indicando um
comprometimento da funcdo endotelial deste grupo. Um aumento de sensibilidade a agentes
vasoconstritores e o comprometimento do relaxamento dependente do endotélio estdo
associados a hipertensdo gestacional (Khalil e Granger, 2002) e nosso estudo confirma esses

achados.
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Em contrapartida, nossos estudos mostraram o restabelecimento do relaxamento
dependente do endotélio induzido pela ACh em ratas hipertensas tratadas com pravastatina
(HTN-Preg+Prava) e ainda, que esse tratamento preveniu também a resposta contratil
hiperreativa a PHE nos anéis de aorta toracica no grupo HTN-Preg+Prava. De fato, uma
diminuicdo na resisténcia vascular em anéis aorticos de camundongos incubados com

pravastatina foi detectada em estudos prévios (Jurisic et al., 2018).

As estatinas, nas células endoteliais, ativam uma via de sinalizacdo intracelular, a via
PI3K/Akt, que promove a fosforilagdo de residuos de serinal'’’ da eNOS, aumentando a
sensibilidade de ligagio Ca?*/calmodulina com a eNOS, acentuando a atividade da eNOS e a
sintese de NO (Mount et al., 2007). Além disso, foi mostrado que a pravastatina aumenta a
expressao de mMRNA da eNOS e reduz a expressdo da Caveolina-1, um regulador negativo da
atividade da eNOS (Suh et al., 2010; Lecarpentier et al., 2012). E possivel que tais mecanismos
contribuam para o restabelecimento da resposta dilatadora dependente do NO endotelial,

promovida pela ACh nos anéis de aorta toracica do grupo HTN-Preg+Prava.

Ademais, para confirmar o envolvimento do NO no tratamento com pravastatina na
restauracdo do relaxamento induzido pela ACh dependente do endotélio, realizamos uma pré-
incubacdo com um inibidor ndo seletivo da sintese do NO (L-NAME) (Zhu et al., 2016) e
observamos que o relaxamento induzido pela ACh foi eliminado. O restabelecimento de
respostas dilatadoras a ACh, seguido pela diminuicdo da hiperreatividade ao agente
vasoconstritor PHE podem explicar, a0 menos parcialmente, a prevengdo do aumento da
pressdo sistdlica em ratas prenhes hipertensas tratadas com pravastatina (grupo HTN-

Preg+Prava).

O uso das estatinas em desordens hipertensivas gestacionais revelou uma melhora de

muitos parametros, incluindo fluxo sanguineo uteroplacentario, estresse oxidativo,



desequilibrio angiogénico, hipertensdo e desenvolvimento fetal anormal em muitos estudos
clinicos e experimentais (Bauer et al., 2013; Garrett et al., 2018; Jurisic et al., 2018) que
também foram observados em nossa pesquisa. Ainda, confirmamos a hipdtese de que esses
efeitos da pravastatina envolvem sua intervencdo farmacoldgica por aumentar a
biodisponibilidade do NO, como observado neste estudo pelo aumento do NO placentario no

grupo HTN-Preg+Prava.

A reducdo dos niveis de NO esta associada a ocorréncia de desordens hipertensivas
gestacionais em modelos animais e pré-eclampsia em mulheres (Sandrim et al., 2008; Wang et
al., 2015; Goncalves-Rizzi et al., 2018). Em um estudo do nosso grupo de pesquisa, utilizando
L-NAME, para a inducéo de hipertensao gestacional, foi observado aumento da presséo arterial
sistdlica e reducdo do peso fetal e placentario, indicando que o NO produz efeitos na circulagédo
sistémica e uteroplacentaria (Possomato-Vieira et al., 2018). Nossos achados mostraram que 0
tratamento com pravastatina aumentou a producdo placentaria de NO em ratas prenhes

hipertensas (grupo HTN-Preg+Prava).

O NO produzido pela eNOS ndo somente é essencial para a manutencdo do ténus
vascular (Lopez-Jaramillo et al., 2008), como também para processos angiogénicos (Groesch
et al., 2011). Estudos in vitro verificaram que o aumento da disponibilidade de NO em
sinciciotrofoblastos primarios hipdxicos aumentou a expressdo de PIGF e VEGF com
significante reducdo dos niveis de sFlt-1 (Groesch et al., 2011). Esses resultados sugerem que
0 aumento da geracdo de NO em situacbes de hipoxia é provavelmente uma resposta

compensatoria para restaurar um ambiente pré-angiogénico.

Além disso, foi demonstrado que os niveis circulantes de sFlt-1 sdo inversamente
proporcionais aos niveis de NO em mulheres com pré-eclampsia (Sandrim et al., 2008). Em

conformidade com esses achados, em nossos estudos, encontramos um aumento dos niveis de
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NO placentario e concomitante aumento dos niveis de PIGF plasmatico e a restauracdo do

equilibrio sFIt-1/PIGF no grupo de ratas prenhes hipertensas, tratadas com pravastatina.

Observamos também em nosso estudo, que os pesos fetais do grupo hipertenso tratado
com pravastatina foram restaurados. De fato, estudos demonstraram uma melhora do fluxo
sanguineo das artérias umbilicais de gestantes com restricdo de crescimento fetal, apds
tratamento com pravastatina, prolongando a gravidez e melhorando os pesos fetais (Jurisic et
al., 2018). E, embora existam diferencas morfo-funcionais entre a placenta humana e a placenta
de roedores (Kulvietis et al., 2011), nossos resultados sugerem que 0s aumentos dos niveis de
NO placentério e PIGF plasmatico promovidos pela pravastatina no grupo hipertenso (HTN-
Preg+Prava) resultou em suprimento sanguineo adequado na interface feto-materna por seus
efeitos vasodilatadores e estimuladores da angiogénese, protegendo a vasculatura

uteroplacentaria contra o remodelamento inadequado induzido pela hipertensdo materna.

Pudemos observar que tanto animais normotensos quanto hipertensos tratados com
pravastatina tiveram um significante aumento dos pesos placentarios. Como relatado
anteriormente, niveis de NO e PIGF apenas foram aumentados no grupo hipertenso tratado com
pravastatina, sugerindo que esses aumentos dos pesos placentarios de animais normotensos e
hipertensos tenham ocorrido como efeito da prépria pravastatina independentes do NO e do
PIGF. O desenvolvimento placentario aumentado ocorreu provavelmente porque a pravastatina
pode facilitar a invasdo de células trofoblasticas e a remodelacdo da artéria espiral, como

relatado no estudo de Yang et al, 2018 (Yang et al., 2018).

A reducdo dos niveis de NO também ocorre por intermédio do aumento do estresse
oxidativo (Pierini e Bryan, 2015). As ROS sédo produzidas fisiologicamente pelo organismo
como mecanismo de defesa contra agentes patogénicos (Yu, 1994). No entanto, sua produgéo

exacerbada pode promover um aumento da biodegradacdo do NO. O O2 reage com o NO,

50



formando ONOO', que em grandes quantidades causam danos celulares, além de induzir o
desacoplamento da eNOS. Uma vez desacoplada, a eNOS passa a produzir Oz ao invés de NO
(Vasquez-Vivar et al., 1998; Radi et al., 2002). A gestacdo saudavel impde o aumento de ROS
no organismo, entretanto, 0 aumento da producdo de moléculas antioxidantes previne a

ocorréncia de estresse oxidativo (Leal et al., 2011).

Essa compensacdo ndo ocorre na hipertensdo gestacional, pois ela é caracterizada por
aumento de estresse oxidativo (Rogers et al., 2006; Draganovic et al., 2016). Os resultados de
nossos estudos estdo em conformidade com o dessas pesquisas, pois observamos um aumento
de estresse oxidativo no grupo HTN-Preg que foi acompanhado do comprometimento da fungéo
endotelial. No entanto, o tratamento com pravastatina impediu a ocorréncia de um aumento
exacerbado nos niveis de estresse oxidativo. Portanto, os aumentos dos niveis de NO
placentario, bem como efeitos antioxidantes da prépria pravastatina podem estar relacionados
a melhora da funcdo endotelial e a melhora dos parametros fetais em ratas do grupo HTN-

Preg+Prava.
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52



4. Conclusdes e consideracoes finais

Em nosso estudo, observamos que a pravastatina preveniu o aumento da presséo arterial
sistolica e a restricdo de crescimento feto-placentério induzidos pela hipertengao experimental.
Além disso, observamos niveis aumentados de NO placentario, aumento dos niveis plasméticos
de PIGF, com diminui¢&o concomitante dos niveis plasméticos de sFlt-1 e consequente redugéo
da relagéo sFlt-1/PIGF em ratas hipertensas tratadas com pravastatina. A pravastatina preveniu
a resposta vasoconstritora hiperreativa a PHE e reestabeleceu o relaxamento induzido pela ACh
dependente do endotélio, que pode ser comprometido durante a gestacao hipertensiva e também
impediu 0 aumento exacerbado do estresse oxidativo induzido pela gravidez hipertensiva.

Com isso, buscamos esclarecer, com esse estudo, que o NO estaria envolvido na
restauracdo de varios parametros da pré-eclampsia, culminando em efeitos benéficos maternos
e fetais. Além disso, alguns parametros como reducdo de sFlt-1, aumento de PIGF e aumento
de NO, sob tratamento com pravastatina ndo estiveram presentes em animais normotensos,
sugerindo que esses efeitos foram especificos para a condi¢do de hipertensdo. Esses achados
sdo importantes, pois juntamente com a melhora do peso fetal, complementam a seguranca da

pravastatina usada durante a gestacao.

De forma significativa, nosso estudo contribui para o crescente nimero de trabalhos da
literatura destinados a investigar os efeitos da pravastatina na hipertensdo gestacional,
esclarecendo o envolvimento do NO nesses efeitos. Porém, nosso trabalho é limitado, uma vez
que foi desenvolvido em modelo experimental de pré-eclampsia, mas a relagdo pravastatina/NO
demonstrou ter relevancia para os efeitos da pravastatina durante a hipertensdo gestacional de

ratas e merece futuras investigacoes.
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