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RESUMO

Em virtude de estudos anteriores mostrarem resultados conflitantes em
relacdo aos efeitos do tratamento com estatinas na diabetes mellitus (DM), o objetivo
da presente pesquisa foi investigar como o tratamento com alta dose de
atorvastatina afeta a funcédo vascular de ratos diabéticos. Foram utilizados ratos
Wistar, pesando de 220 a 2509, separados em quatro grupos: 1) controle, tratado
apenas com o veiculo carboximetilcelulose (Ct); 2) controle tratado com atorvastatina
80 mg / kg / dia (Ct + At); 3) diabético induzido por estreptozotocina (STZ), tratado
apenas com o veiculo carboximetilcelulose (Db); e 4) diabético induzido por STZ,
tratado com atorvastatina (Db + At). O tratamento foi realizado durante quatro
semanas, diariamente, através de gavagem. Segmentos de aorta foram utilizados
para investigar a reatividade vascular, a expressdo proteica da ciclooxigenase-2
(COX-2) e da subunidade NOX1, além de niveis de anion superéxido. Foi observado
gue o tratamento com atorvastatina ndo afetou os niveis da glicemia em nenhum dos
grupos. Nos ratos diabéticos, a reatividade vascular a fenilefrina aumentou quando
comparada aos grupos controles, sendo que o tratamento com atorvastatina reduziu
esta resposta nos ratos diabéticos. A remocdo do endotélio aumentou a resposta a
fenilefrina nos ratos controle, mas nao no grupo diabético; a atorvastatina aumentou
a modulacéo endotelial nestes ratos. O L-NAME (100 uM) aumentou a reatividade
em todos os grupos, mas este efeito foi maior nos ratos diabéticos tratados com
atorvastatina. A Indometacina (10 uM) e o NS398 (1 uM) reduziram a resposta
contratil em ratos diabéticos e a atorvastatina reverteu estes efeitos, sem alterar a
expressdo de COX-2. A apocinina (30 uM) diminuiu a resposta da fenilefrina em
ratos diabéticos, os quais também mostraram aumento da NOX1 e de &nion
superoéxido; estes efeitos foram prevenidos pelo tratamento com atorvastatina. Os
resultados sugerem que o tratamento com dose elevada de atorvastatina,
independentemente da glicemia, reduz a lesdo vascular, melhorando a funcao
endotelial em aortas de ratos diabéticos através da reducdo dos prostanoides
constritores derivados de COX-2. Ademais, reduz o estresse oxidativo através da

NADPH oxidase, bem como um possivel aumento da participagédo de 6xido nitrico.



Palavras-chaves: atorvastatina; diabetes mellitus; funcdo vascular;

ciclooxigenase-2; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Because previous studies have conflicting results regarding the effects of
statin treatment in diabetes mellitus (DM), the aim of this research was to investigate
how treatment with high-dose atorvastatin affects the vascular function in diabetic
rats. Wistar rats weighing 220 to 2509, were divided into four groups:1) control group
treated only with the vehicle carboxymethylcellulose (Ct); 2) control group treated
with atorvastatin 80 mg / kg / day (Ct+At); 3) diabetic group induced by streptozotocin
(STZ) treated only with the vehicle carboxymethylcellulose (Db); and 4) diabetic
group induced by STZ treated with atorvastatin (Db+At). The treatment was done
during four weeks, daily, via gavage. Aortic segments were used to investigate the
vascular reactivity, the protein expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and subunit
NOX1, and superoxide anions levels. It has been observed that treatment with
atorvastatin did not affect glycemia levels in none of the groups. In the diabetic rats,
reactivity vascular response to phenylephrine increased when compared to control
groups, and treatment with atorvastatin reduced this response in diabetic rats.
Removal of the endothelium increased response to phenylephrine in control rats but
not in diabetic group; atorvastatin increased endothelial modulation in these rats. The
L-NAME (100 uM) increased reactivity in all groups, but this effect was greater in
diabetic rats treated with atorvastatin. Indomethacin (10 uM) and NS398 (1mM)
decreased the contractile response in diabetic rats and atorvastatin reversed these
effects without affecting COX-2 expression. The apocynin (30mM) decreased the
response of phenylephrine in diabetic rats, which also showed increased NOX1 and
superoxide anion; these effects were prevented by atorvastatin treatment. The
results suggest that treatment with high dose of atorvastatin, regardless of glycemia
reduces vascular injury and improves endothelial function in aorta from diabetic rats
by reducing prostanoids constrictor 2 derivatives. Furthermore, reduced oxidative

stress by HADPH oxidase and a possible increased in nitric oxide contribution.

Key-words:  atorvastatin; diabetes  mellitus;  vascular  function;

cyclooxygenase-2; oxidative stress.
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As estatinas constituem uma classe de droga que tém demostrado um efeito
significante na reducdo dos niveis de colesterol, importante para reducdo da
morbidade e mortalidade cardiovascular. Por muito tempo foi referenciada
unicamente com sua capacidade de reducdo de lipidios, porém, ao longo dos
altimos anos, tem sido reconhecido que as estatinas podem adicionalmente atuar
através de outros mecanismos independentes da diminuicdo do colesterol para
promover uma reducdo em 30% do risco de eventos coronarios (PANAYOTIS et al.,

2004).

A incidéncia de diabetes alcangou proporgdes epidémicas em todo o mundo.
Além do mais, a mortalidade dos pacientes diabéticos ap6s um evento cardiaco é
significativamente aumentada em comparacdo com pacientes ndo diabéticos (ALI
RAZA & MOVAHED, 2003). Portanto, a prevencédo primaria tem desempenhado um
papel importante na redugdo da incidéncia de doengas arteriais coronarianas em

pacientes diabéticos.

Diabetes mellitus (DM) € um conhecido fator de risco para o desenvolvimento
de doencas cardiovasculares e suas complicacdes posteriores. A hiperglicemia, a
inflamacdo sistémica e o aumento do estresse oxidativo determinam o dano

endotelial observado no DM (VERSARI et al., 2009).

Como mencionado acima, o DM aumenta os niveis de espécies reativas de
oxigénio (EROs), e esses radicais livres desempenham um papel na patogénese das
complicagcbes vasculares (SPITALER & GRAIER, 2002). O aumento das EROs em
DM pode resultar de uma atividade reduzida de enzimas antioxidantes, como a
superéxido dismutase (SOD) (KAMATA & KOBAYASHI, 1996) e catalase (SHY et

al., 2007), ou atividade aumentada da NADPH oxidase (COHEN & TONG, 2010;
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SAN et al.,, 2007; WEI et al.,, 2007). Por conseguinte, o aumento do estresse
oxidativo observado no DM pode conduzir a uma reducdo na biodisponibilidade do
oxido nitrico (NO) e acelerar a aterosclerose em vasos de condutancia (LEMOS et

al., 2012).

Drogas redutoras de colesterol, tais como os inibidores da 3-hidroxi-3-
metilglutaril (HMG) —coenzima A (CoA) redutase (estatinas), ttm acao vasoprotetora
no DM. O mecanismo pelo qual as estatinas sdo vasoprotetora pode envolver a
regulacdo positiva da expressao e producdo da eNOS (ENDRES et al., 1998), e a
reducdo de tromboxano A2 (TXA2) e da geracdo de anion superédxido (ROSENSON

& TANGNEY, 1998; WASSMANN et al., 2001).

Estudos tém mostrado resultados conflitantes sobre o efeito real do
tratamento com estatinas sobre a fungéo vascular de ratos diabéticos (BELLIA et al.,
2012; TEHRANI et al., 2013; PANAYIOTIS et al., 2004; MASON et al.,, 2015).
Portanto, testou-se a hipétese de que uma dose elevada de atorvastatina (80 mg /
kg) promove efeitos benéficos adicionais na funcdo vascular de vasos de

condutancia em ratos diabéticos.

1.1 ESTATINA

As doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no mundo,
principalmente nos paises desenvolvidos. Um grande conjunto de evidéncias
descritos em ensaios clinicos, assim como em estudos in vitro, justifica como um dos
principais causadores, o0s elevados indices no plasma de colesterol LDL
(lipoproteina de baixa densidade) (ROBERT et al., 1998). A aterosclerose, por sua

vez, é a principal doenca cardiovascular, e ha evidéncias de que a reducdo da
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concentracdo plasmatica de colesterol seja importante para a prevencao primaria e

secundaria da doenca arterial coronariana (STAMLER, WENTWORTH et al., 1986).

Assim sendo, esta relagcédo positiva entre a diminuicdo do colesterol com a
prevencdo cardiaca iniciou em 1984, quando um estudo multicéntrico conhecido
como Lipid Research Clinics Coronary Primary Prevention Trial (LRC-CPPT) (1984),
testou a eficdcia da colestiramina, um medicamento com efeito de diminuir o
colesterol por acdo de um sequestrante do acido biliar, e sua relacdo com a

diminuicao na taxa de infarto do miocardio.

Em 1971, o microbiologista Akira Endo, pesquisando um novo antibiético,
observou que certos fungos produziam um potente inibidor da producdo do
colesterol. O isolamento e analise desse composto inibidor foi realizado, e
posteriormente foi sintetizada em laboratorio a molécula que daria origem a matriz
das estatinas, sendo a primeira da familia (lovastatina) lancada em 1987 (ENDO,

2010).

Estudos angiograficos, como o REGRESS (2000), demonstraram que
utilizando medicamentos para baixar o colesterol juntamente com mudanca no estilo
de vida, seriam capazes de reduzir a incidéncia de aterosclerose e eventos
cardiacos coronarianos (BLUM, SIMSOLO et al., 2004). Finalmente, a partir dos
anos 90, estudos clinicos com estatinas mostraram, de forma inequivoca uma
reducado no risco relativo de infarto do miocardio e / ou doengas coronarianas como
prevencado primaria, bem como a prevencdo secundaria. Varios estudos clinicos
multicéntricos demonstraram esses beneficios do tratamento com estatinas. Dentre

eles estdo: The Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S), Cholesterol And
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Recurrent Events (CARE), Long-term Intervention with Pravastatin in Ischemic
Disease (LIPID), West of Scotland Coronary Prevention Study (WOSCOPS) e Air
Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study (AFCAPS/TexCAPS) (RAY,

CANNON et al., 2006).

Inibidores de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase,
provaram ser oS principais agentes redutores de LDL, de maior eficiéncia, se
tornando o hipolipemiante mais utilizado na pratica clinica (MOZAFFARIAN, NYE et

al., 2004; CALABRO, YEH, 2005).

Sao farmacos potentes que atuam através da inibicdo competitiva da enzima-
chave da sintese de colesterol, promovendo a conversdo deste em mevalonato
(ENDO, 1992). Ao inibir a biossintese de colesterol, o resultado obtido € um
aumento na sintese e atividade de receptores de LDL, o que contribui para uma
maior captacdo de particulas de LDL circulantes e dessa forma diminuindo sua

concentracéo plasmética (BROWN & GOLDSTEIN, 1986).

As estatinas ndo s6 reduzem o colesterol LDL, como também aumentam o
colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade), efeito este que pode variar entre 0s
diferentes tipos de estatinas. O HDL exerce seu efeito atero-protetor, principalmente,
através da reducao do colesterol depositado nos tecidos periféricos. Neste processo,
0 excesso de colesterol nos tecidos periféricos é transportado para a apolipoproteina
gue vai gerar uma molécula de HDL menor e mais densa podendo ser interiorizada
no figado, para sua excre¢édo (LEWIS & RADER, 2005). Além do mais, o HDL tem
diversos efeitos benéficos como funcdo antiinflamatéria, anti-oxidante, anti-

trombdtica e participa também de reparos do endotélio vascular (YAMASHITA et al.,
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2010). Dessa forma, as estatinas ndo s6 aumentam a quantidade de HDL no

plasma, mas também melhoram na sua funcionalidade (YAMASHITA et al., 2010).

A terapia com estatinas apresenta uma redugdo no risco de eventos
cardiovasculares em 20% a 30%, um efeito fortemente relacionado com a magnitude
da reducgéo do colesterol, proporcionando uma reducao expressiva da morbidade e
mortalidade cardiovascular (BAIGENT et al., 2005). Entretanto, sua resposta clinica
tem-se demonstrado altamente variavel, embora as doses sejam individualmente
ajustadas, grande parte dos pacientes ndo consegue atingir as metas de reducao

das taxas de colesterol esperadas (MANGRAVITE, THORN et al., 2006).

O mevalonato que é convertido € um precursor dos compostos isoprendides
gue estdo envolvidos na sinalizacdo e proliferacdo celular (LAROSA, 2001). Dessa
forma, a inibicio da HMG-CoA redutase ndo so traz beneficios referentes a sintese
de colesterol como também na acdo antiinflamatéria e antiproliferativa, que hoje
caracterizam os principais efeitos pleiotrépicos que Ihes séo atribuidos (LAROSA,
2001). Como resultados desses efeitos, podemos destacar: a melhora da funcéo
endotelial, a reducdo da inflamacao vascular e o aumento da estabilidade da placa

aterosclerotica (LIAO, 2002).

Dentre as funcbes das estatinas, muito se destaca a alta capacidade de
melhoria da disfuncdo endotelial. Esses beneficios estdo evidentes e sao
independentes do seu principal efeito que € a reducao de lipideos. Estudos como o
MIRACL (1998) compararam o tratamento precoce e tardio com atorvastatina, e
observaram uma reducdo da mortalidade, do infarto ndo fatal e da isquemia do

miocardio para os que receberam tratamento precoce (DAVIGNON, 2004).
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Entretanto, quando se trata de pacientes diabéticos, existem resultados
contraditorios. Enquanto alguns ndo demonstram melhoria da dilatacdo dependente
do endotélio (TEHRANI et al., 2013), outros estudos mais recentes demonstram que
a atorvastatina melhorou a funcéo vasodilatadora dependente do endotélio, além de
reduzir niveis de marcadores de ativacdo endotelial e inflamacéo (TAN et al., 2002;

MARCHESI, LUPATTELLI, et al., 2000; WASSMANN et al., 2001).

Um potencial mecanismo pelo qual as estatinas podem melhorar a funcéo
endotelial € através de seus efeitos antioxidantes. Por exemplo, as estatinas
aumentam o relaxamento dependente do endotélio através da inibicdo da producao
de EROs, tais como os radicais hidroxila e &nion superéxido (TAKEMOTO & LIAO ,
2001). Embora reduzir os lipidios, por si s6, possa diminuir o estresse oxidativo
vascular (CAlI & HARISSON, 2000), alguns destes efeitos antioxidantes de estatinas
parecem ser independentes de colesterol. Além disso, em pacientes diabéticos o
aumento da expressado da subunidade p22phox, um componente importante da
NADPH oxidase, que leva a uma maior geracdo de anion superéxido, foram

suprimidos pelo tratamento com atorvastatina (CHRIST et al., 2002).

Outra acdo importante das estatinas referente ainda a funcédo vascular, foi
descrito por Ichiki et al. (2001), ao demonstrar que elas aumentam o namero de
células circulantes precursoras do endotélio, com isso promovem sua mobilizacao
para areas isquémicas, possibilitando a reendotelizacdo em regides lesionadas, sem

estimularem o espessamento da camada intima.

Ademais, as estatinas possuem acao antioxidante. Seu metabdlito hidroxi,

que faz parte de praticamente 70% da molécula da atorvastatina no plasma, é capaz


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Christ%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12145183
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de inibir a oxidacdo do LDL e HDL, podendo agir também de forma indireta nos
mecanismos oxidativos normais, através da inibicAo da acdo oxidante dos

macréfagos (DAVIGNON 2004).

Outro efeito pertinente as estatinas é a agdo anti-inflamatéria principalmente
relacionada aos eventos cardiovasculares. Um estudo a longo prazo chamado
CARE (1992), foi capaz de mostrar que pacientes poés infarto agudo do miocardio
apresentaram uma reducdo nos niveis de proteina C-reativa (MASON, 2003). Uma
outra revisao, mais recente foi capaz de demonstrar o efeito das estatinas nos
marcadores séricos de doencgas cardiovasculares, e o resultado foi que todas as
estatinas foram capazes de reduzir os niveis de proteina C-reativa (MARCHESI et

al., 2000).

E por fim, porém ndo menos importante, tem sido descrito um papel
imunomodulador para as estatinas. Assim, quando elas inibem a conversdo da
HMG-Coa redutase em mevalonato, esta envolvido a isoprenilacdo da geranil-geranil
pirofostato e sistema Rho, que sdo proteinas participantes na maturacdo e divisao
celular, diminuindo dessa forma a expresséo de fatores teciduais e de proliferacéo
celular (DAVIGNON 2004; MASATO et al., 2002). Nas células endoteliais, observou-
se a inibicdo da transcri¢cdo de diversos genes induzidos por NF-KB e diminuicao da
expressdo de antigenos leucocitarios humanos (HLA) induzidos por interferon-g,
com inativacdo das células Thl (tipo 1 helper). Na prética, estudos mostraram um
menor indice de rejeicdo em Orgdos transplantados em pacientes que receberam
estatinas juntamente com os imunossupressores (DAVIGNON 2004; WALTER et al.,

2002).
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O principio farmacodinamico de todas as estatinas € a inibicdo da biossintese
da molécula de colesterol através do bloqueio da enzima HMG-CoA redutase. Essa
inibicdo da biossintese do colesterol ocorre no figado e resulta em uma up-regulation

da expresséo do receptor de LDL e aumenta a depuracao de LDL da circulagéo.

O metabolismo de primeira passagem é expressivo e limita a disponibilidade
sistémica dos inibidores da HMG-CoA redutase, mas isto ndo se correlaciona com a
sua atividade bioldgica, devido ao figado ser seu principal local de acao, resultando
na formacdo de metabdlitos ativos, que contribuem de forma especifica para cada

individuo sobre o efeito na reducao de lipidios (LIAO et al., 2005).

De uma forma geral, as estatinas sofrem absorcdo intestinal, a
metabolizacdo se processa no figado e a excrecao é por via intestinal (a maior parte)
e por via renal. Diferentemente das demais, a lovastatina e a sinvastatina sao
apresentadas na forma de lactonas e sao ativadas por hidrélise enzimatica no figado
e, por isso, sdo consideradas pré-farmacos. Enquanto as demais estatinas sao
farmacos ativos apresentados na forma hidroxiacida e nao necessitam de

biotransformacao (CORSINI et al., 1999; SHITARA & SUGIYAMA, 2006).

A base estrutural para a inibicdo de HMG-CoA-redutase é uma porcao
formada pelo acido glutarico-hidroximetil encontrada em todos os membros da
familia das estatinas. Independente desta caracteristica comum, as varias estatinas
diferem entre si por varios aspectos farmacolégicos, como por exemplo, a
lovastatina, simvastatina e pravastatina que séo derivadas de Aspergillus terreus, ou
seja, de origem natural enquanto outras formadas por um processo semi-sintético

como fluvastatina e atorvastatina (ENDO, 2010).
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Quando se refere a poténcia das estatinas as seguintes doses tém sido
propostas como equipotentes: 10 mg de atorvastatina, 20 mg de sinvastatina, 40 mg
de lovastatina, 40 mg de pravastatina e de 80 mg de fluvastatina. Estas doses levam
a uma reducdo média dos niveis de LDL-colesterol em = 27%, enquanto que cada
nova duplicacdo da dose s6 conduz a uma diminuicdo de 6% adicional (DAVIGNON,

2004).

A obesidade e a resisténcia insulinica estdo associadas aos fatores de riscos
cardiovasculares, incluindo alteracdo de niveis de marcadores inflamatoérios e de
disfuncéo endotelial (SHETTY et al., 2004). O estudo e a incluséo das estatinas para
0s pacientes portadores dessas sindromes metabdlicas crescem a cada dia, e a
importancia do tratamento concomitante com as estatinas tem se tornado cada vez

mais presente visto o carater preventivo dado a elas.

Em nosso estudo, escolhemos trabalhar com a atorvastatina que, apesar de
atuar pelo mesmo mecanismo que as demais estatinas, apresenta maior
contribuicdo dos metabdlitos bioativos para a eficacia do farmaco, possivelmente por
apresentar uma meia-vida significativamente mais longa em comparacdo com as

demais estatinas.
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1.2DIABETES MELLITUS

A DM é uma doenga metabdlica conhecida também como uma sindrome
sistémica, de carater cronico devido a impossibilidade de cura. Apresenta uma
alteracdo no metabolismo de carboidratos e gorduras causada pela insuficiéncia ou
falta do horménio insulina produzido pelas células  encontradas nas ilhotas de
Langherans do pancreas ou, todavia, pela incapacidade da insulina de agir sobre os
tecidos alvos. A hiperglicemia resultante de alteracdes no metabolismo de
carboidratos € capaz de induzir diversas alteracdes teciduais, levando a doencas
micro e macrovasculares (NEGRE-SALVAYRE et al., 2009).

A diabetes tipo 2 esta sendo considerada como um dos mais sérios desafios
globais de saude publica do século XXI de acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude (2016). Uma doenca multifatorial, responsavel pela mortalidade e morbidade
de 8% da populacdo mundial, sendo considerado um grave problema econémico em
todo o mundo (NEGRE-SALVAYRE et al.,, 2009). O numero de pessoas com
diabetes tipo 2 € crescente em resposta a varios fatores, como sedentarismo e a
obesidade populacional (WHO, 2016). Estudos estimam que o nimero de pessoas
gue sofrem de diabetes tipo 2 aumentara de aproximadamente 171 milhées no ano
de 2000, para 366 milhdes em 2030, sendo os individuos mais jovens 0s mais
afetados (DAVEL et al., 2011).

A diabetes tipo 2 é uma doengca metabdlica caracterizada pelo
desenvolvimento progressivo de resisténcia insulinica, incapacitando a utilizacdo de
glicose durante a exposicdo a insulina por parte dos tecidos (DAVEL et al., 2011),
pela deficiéncia na producédo de insulina por parte das células 8 e pela hiperglicemia

(MEEUWISSE-PASTERKAMP, VAN DER KLAUW et al., 2008).
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Além da predisposicdo genética, fatores ambientais também apresentam um
papel significativo no desenvolvimento de diabetes tipo 2. ldade, obesidade,
dislipidemia e o sedentarismo se tornam fatores de risco importantes para esta

sindrome (CHENG, 2005).

1.2.1 Doencas vasculares associadas a diabetes mellitus

Diversas complicacBes cardiovasculares e cerebrovasculares (SOLDATOS &
COOPER, 2006), aterosclerose e obstrucdo vascular periférica (CADE 2008;
SOLDATOS & COOPER, 2006), além de complicacbes microvasculares, como a
retinopatia, nefropatia, neuropatia, estdo associadas a diabetes (CADE 2008),
levando a considera-la ndo apenas uma doenca metabdlica, mas sim uma doenca
vascular (SRIKANTH & DEEDWANIA, 2007).

A doenca macrovascular apresenta um dos mais dramaticos problemas
clinicos ligados aos pacientes diabéticos, desenvolvendo-se em mais de 50% da
populacdo portadora de diabetes e sendo responsaveis por cerca de 50% a 60% da
mortalidade (SOLDATOS & COOPER, 2006). Pacientes diabéticos apresentam um
risco quatro vezes maior de desenvolverem doengas cardiovasculares,
comparativamente a populacdo normal (CADE, 2008). Os principais fatores para o
desenvolvimento de doencas vasculares associados a diabetes tipo 2 sédo a
resisténcia insulinica, obesidade, dislipidemia, hiperinsulinemia, sindrome
metabdlica, hipertensédo, hiperglicemia e tabagismo (VAN DER REE et al., 2001).

Dentre aos principais fatores de risco, a hiperglicemia crénica € um dos mais
importantes nas complicacbes vasculares (CADE, 2008), pois seus efeitos afetam

diretamente as células endoteliais, aumentando a formacdo de EROs e estresse
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oxidativo (NEGRE-SALVAYRE et al.,, 2009), além de desenvolver um estado
constante e progressivo de lesdes na parede vascular, que vao causar 0 que
chamamos de disfuncao endotelial (VAN DER REE et al., 2001).

A disfuncdo endotelial constitui-se em um conjunto de fatores que se tornam
marcadores precoces do desenvolvimento de doencas macrovasculares (CADE,
2008). Encontramos nela alteracbes na vasodilatacdo devido a diminuicdo da
biodisponibilidade do NO, a disfuncdo das células musculares lisas, a elevada
producdo de fatores de crescimento endotelial, a inflamacdo crbnica, danos na

fibrindlise e aumento da agregacéao plaquetéaria (CADE, 2008).
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1.3FUNCAO ENDOTELIAL

O endotélio € formado por uma Unica camada de células que recobrem o
limen vascular, com muitas outras funcfes além do que se acreditou ter por muito
tempo, ao invés de ser apenas uma camada celular imével, que servia somente
como uma barreira fisica entre o sangue circulante e dos tecidos subjacentes. A
partir de meados dos anos 80 foi reconhecido que as células endoteliais séo
metabolicamente ativas com importantes funcbes paracrina, enddcrinas e
autdcrinas, indispensavel para a manutencdo da homeostasia vascular (VERSARI

et al., 2009; SENA et al., 2007).

Dentre as varias funcbes do endotélio vascular estdo a regulacdo da
integridade dos vasos, o crescimento vascular e a remodelacdo, o crescimento do
tecido e o metabolismo, respostas imunes, a adesdo celular, a angiogénese, a
hemostasia e a permeabilidade vascular. Portanto, o endotélio desempenha um
papel fundamental na regulacdo do tonus vascular, no controle do fluxo de sangue
nos tecidos, nas respostas inflamatérias e para manter a fluidez do sangue (BAGI et

al., 2006; TESFAMARIAM, BROWN et al., 1990; OKAZAKI T et al., 2011).

Para manter a homeostase até entdo descrita, o endotélio apresenta um
equilibrio quanto a formacéo e liberacéo de fatores derivados do endotélio com acao
vasodilatadora e efeitos antiproliferativos, incluindo o fator de hiperpolarizagéo
derivado do endotélio (EDHF) (COHEN & TONG 2010), o NO (SPITALER &
GRAIER, 2002; Kamata K & KOBAYASHI, 1996) e prostaciclina (PGI2) (SHI et al.,
2007). A endotelina - 1 (San et al., 2007), a angiotensina Il, EROs (WElI et al., 2007;

LEMOS et al.,, 2012), o TXA2 e a prostaglandina H2 (PGH2), (AVOGARO, DE
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KREUTZENBERG & FADINI, 2008; HADI & SUWAIDI, 2007) estdo entre os

mediadores que exercem efeitos vasoconstritores.

As células endoteliais produzem também acdo antitrombatica, através do
efeito inibitério de agregacéo plaquetaria causada pelo NO e PGI2, e moléculas proé-
trombadtica (factor de Von Willebrand), que promovem agregacdo plaguetaria, € 0
inibidor do ativador do plasminogénio - 1 (PAI-1), que inibe a fibrindlise (OKAZAKI et

al., 2011).

A manutencdo do equilibrio entre o0s agentes vasodilatadores e
vasoconstritores € fundamental para a regulacdo do tébnus muscular (HADI &
SUWAIDI, 2007). Este equilibrio mantido pelas células endoteliais integra estimulos
que regulam a funcdo hemodinamica (GIANNOTTIAND & LANDMESSER, 2007).
Além disso, as células endoteliais se encontram envolvidas na producdo de
moléculas especificas do processo inflamatério, chamadas moléculas de adeséo
leucocitaria (LAM), moléculas de adeséo intracelular (ICAM) e moléculas de adeséo

celular vascular (VCAM) (HADI & SUWAIDI, 2007).

1.3.1 Fatores reguladores do tonus vascular

1.3.1.1 Oxido nitrico

Desde 1980 j4 se conhece que a vasodilatacdo € mediada por fatores
produzidos pelo endotélio. (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; FURCHGOTT, 1983;
MONCADA, Palmer, et al., 1991). Entretanto, somente sete anos mais tarde, foi
proposto que o NO seria este mediador, devido ao relaxamento induzido por nitritos
em meio &cido na aorta de coelhos sujeitos a remocdo prévia do endotélio

(PALMER, Ferrige, et al., 1987; FURCHGOTT, 1988; ANGUS & COCKS, 1989;
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MARIN & SANCHEZ-FERRER, 1990; MONCADA, PAlmer, et al., 1991; MARIN &
RODRIGUEZ- MARTINEZ, 1995). O NO é considerado o mais importante e melhor
vasodilatador caracterizado. Sendo um gas altamente reativo e lipofilico (POTENZA,
ADDABBO, et al., 2009), possui um peso molecular baixo, facilitando difundir-se
rapidamente, e apresenta um tempo de meia vida de apenas 4 segundos (GUERCI
et al., 2001), sendo o principal responsavel pelo relaxamento dependente do
endotélio (AVOGARO, DE KREUTZENBERG & FADINI, 2008). Além do mais, o NO
apresenta propriedades antioxidantes, anti-proliferativas, anti-inflamatérias, anti-
coagulantes e anti-trombogénicas (SCHALKWIJK & STEHOUWER, 2005), se
tornando responsavel pela regulacéo de diversos processos celulares e fisiologicos.
O NO é um radical livre produzido por um processo de oxidacdo onde ha uma
conversdo do aminoacido L-arginina em L-citrulina (POTENZA, ADDABBO, et al.,
2009). Esta sintese pode ser induzida por varios estimulos fisicos e quimicos, como
estiramento vascular produzido por aumento da pressao arterial, estresse de
cisalhamento (shear stress), agregacdo plaquetaria, histamina, catecolaminas,
aldosterona, vasopressina, bradicinina, adenosina difosfato (ADP), serotonina,
acetilcolina, entre outras (Marin, Rodriguez-Martinez, 1997; MONCADA, PALMER,
et al., 1991). A reacdo descrita é catalisada pelo complexo enzimatico 6xido nitrico
sintase (NOS) (AVOGARO, DE KREUTZENBERG & FADINI, 2008; KOLLURU,

SIAMWALA, et al., 2010).

S&o conhecidas trés isoformas de NOS. A primeira isoforma da NOS foi
encontrada no cérebro, conhecida como NO-sintase neuronal (nNOS), de origem
constitutiva, onde o NO tem papel de neurotransmissor. Ha também a isoforma NO-

sintase endotelial (eNOS), presente no endotélio, também constitutiva, encontrada
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em condic¢des fisioldgicas no organismo, e assim como a NnNOS séo dependentes da

concentracéo de Ca2+ intracelular para sua ativacao.

A terceira isoforma foi encontrada em macréfagos, em células endoteliais,
em cardiomidcitos, dentre outros. Chamada de NO-sintase induzivel (iNOS), seu
nome ja diz, apresenta a particularidade de ser fortemente induzida por estimulos
pro-inflamatérios, e ao contrario das demais, ela independe da concentracédo

intracelular de Ca2+ para sua ativagao.

Ademais, a sintese de NO so6 ocorre na presenca de co-fatores, tais como:
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato ( NADPH) , tetrahidrobiopterina (BH4)
flavina adenina dinucleétido (FAD) e flavina mononucleodtido  (FMN)

(FORSTERMANN & SESSA 2012).

O oxido nitrico (NO) promove vasodilatalacdo a partir do momento que se
difunde para o musculo liso vascular e, por meio da ativacdo da guanilato ciclase
soluvel gera um aumento da concentracdo intracelular de 3°, 5 -monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc). Este GMPc, por sua vez, ativa a proteina quinase G
(PKG) que fosforila diversas proteinas, diminuindo a sensibilidade das proteinas
contrateis ao célcio, promovendo o relaxamento vascular. Outra via também, é pela
PKG sobre a via de canais para K+ dependentes de Ca2+ e voltagem, onde ao
hiperpolarizar a membrana plasmatica, promove o relaxamento. Além da
vasodilatacao, o NO inibe a ativacdo, secrecao e agregacao de plaquetas, previne a
adeséao de leucacitos e inibe a migracao e proliferacdo das células musculares lisas

(POTENZA, ADDABBO et al., 2009).
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1.3.1.2 Fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF)

O tdnus vascular pode ser modulado por outros fatores além do NO. Estudos
mostraram uma mudanca no potencial de repouso da membrana plasmética do
musculo liso vascular. Esta constatacdo levou a investigar outras vias de
relaxamento vascular, e concluiu que a hiperpolarizagdo da membrana do musculo
liso é outro mecanismo que explica o relaxamento dependente do endotélio (NAGAO

& VANHOUTTE, 1991; GARLAND & MCPHERSON, 1992).

Este mecanismo ocorre pela ativagdo dos canais para potassio sensiveis ao
calcio do musculo liso vascular, dos EDHF que, através da hiperpolarizacao,
diminuem a atividade dos canais de Ca2+ tipo L voltagem dependente,
proporcionando uma reducdo do calcio intracelular (Ca2+) favorecendo seu
relaxamento (FELETOU, KOHLER et al., 2010). As respostas mediadas pelos
EDHFs séo importantes na homeostase vascular, todavia podem ser alteradas em
diversas condi¢cBes patologicas, como na hipertensdo arterial, aterosclerose e DM

(FELETOU, KOHLER et al., 2010).

1.3.1.3 Prostandides

Os componentes dos fatores constritores derivados do endotélio (EDCF) sao
os prostandides, substancias que participam da atividade vasomotora do endotélio
além de ser um agente antiplaquetario (WRIGHT & BARSNESS 2001). Dentre eles
encontramos a prostaciclina (PGI2), prostaglandina E2 (PGEZ2), prostaglandina D2
(PD2), prostaglandina F2a (PGF2a) e o TXA2. Sdo prostanodides derivados do acido
araquidénico, um constituinte dos fosfolipidios de membrana, resultante da acéo da

fosfolipase A2.
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Apés sua liberacdo o acido araquidénico € oxidado pela enzima
ciclooxigenase (COX), responsavel pela sintese de prostandides, e convertido a
PGH2, precursor de muitos outros prostanoéides (BAGI et al., 2005).

As prostaglandinas atuam preferencialmente, porém néo exclusivamente,
em receptores especificos transmembrana, acoplados a proteina G. Estas proteinas,
quando ativadas, podem estimular ou inibir a adenilato ciclase, causando um
aumento ou reducdo dos niveis intracelulares de monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc), respectivamente, promovendo o relaxamento do musculo liso vascular ou
vasoconstricdo. De todos os receptores de prostandides ativadores de células do
musculo liso vascular, os receptores TP parecem ser 0s Unicos responsaveis por
contracbes dependentes do endotélio (FELETOU, KOHLER et al., 2010).

A PGI2 foi a primeira substancia vasoconstritora dependente do endotélio a
ser descoberta (MONCADA et al.,1977). Uma vez liberada induz o relaxamento da
musculatura lisa vascular e reduz agregacdo plaquetaria, via aumento de AMPc
(DAVIDGE, 2001).

Esta interacdo também pode estimular a proteina quinase dependente de
AMPc (PKA), que atua aumentando a permeabilidade dos canais de K+ sensiveis a
ATP hiperpolarizando a membrana das células musculares lisa, e estimulando a
saida de Ca2+ do citosol por aumento da atividade de bomba de Ca2+ sarcolemal e
da SERCA do reticulo sarcoplasmatico. Com isso ela diminui o ion disponivel a
contrac&o levando ao seu relaxamento (FELETOU, KOHLER et al., 2010).

Somado a este mecanismo, temos também a acédo dos demais prostanodides
prostaglandina E2, a PGF2a e o TXA2 que se unem aos seus receptores EP1, FP e
TP respectivamente. Quando unidos, ocorre a ativacao da fosfolipase C formando

inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), os chamados segundo mensageiros,
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ativando a mobilizacdo de célcio intracelular e PKC para gerar a contracdo do
musculo liso vascular (BAGI et al., 2005).

A via da COX portanto sdo enzimas que sintetizam prostandides e se
apresentam por duas isoformas: a chamada tipo 1 (COX-1), constitutiva na maioria
das células, esta relacionada com as funcdes fisiologicas, se apresentando em
maior quantidade nos vasos saudaveis; e a do tipo 2 (COX-2). Esta isoforma
induzida pelas citocinas, fatores mitogénicos e por estimulos pro-inflamatérios em
varios tipos de células, tem sua expressdo vascular aumentada e esta diretamente
relacionada com condicfes patoldgicas associadas a processos inflamatorios como
aterosclerose e hipertensdo arterial (ANTMAN, DeMets, et al., 2005; ALVAREZ et
al., 2005).

Véarios estudos tém demonstrado que o equilibrio entre prostandides
vasodilatadores e vasoconstritores € modificado na diabetes (BAGI et al., 2005;.
FELETOU, HUANG, et al., 2011), e pode implicar a forma induzivel da enzima, a
COX-2. Enquanto em artérias saudaveis, prevalece a isoforma constitutiva da COX-
1 com formacdao preferencial de prostaciclina.

No entanto, por estimulos inflamatdrios e fisicos pode haver a estimulacao
da isoforma COX-2 (FELETOU, HUANG, et al., 2011). A resisténcia insulinica esta
associada com um estado pré-inflamatério da parede vascular que conduz a
remodelacéo vascular e disfuncéo endotelial em artérias sistémicas (CHAHWALA &
ARORA, 2009). A COX-2 é induzida durante algum processo inflamatorio, portanto
prostandides derivados da COX-2 tem sido associado com o desenvolvimento de
complicagbes vasculares sob condicdes de resisténcia a insulina e risco
cardiovascular (BAGI et al., 2005; VIRDIS et al., 2009; FELETOU, HUANG, et al.,

2011), que por sua vez podem contribuir para a elevagéo da pressao arterial. Xavier
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e colaboradores (2012) demonstraram em seu estudo uma “up-regulation” de COX-2
ligado a um aumento na formacao de prostandides vasoconstritores em artérias de
resisténcia de ratos diabéticos, e este fator € uma peca chave para a progresséo da

disfuncao endotelial na diabetes.

1.3.1.4 Espécies reativas do oxigénio e estresse oxidativo

O estresse oxidativo esta aumentado na diabetes e apresenta-se como a
base para suas complicacbes vasculares (AVOGARO, DE KREUTZENBERG &
FADINI, 2008). E causado pelo desequilibrio entre os sistemas que produzem
oxidantes e os mecanismos de defesa antioxidantes, levando ao aumento da
producdo de EROs somado a uma reducdo da acéo protetora de antioxidantes e
incapacidade de reparacao dos efeitos produzidos pelas EROs (VAN DER REE et

al., 2001).

As EROs nada mais sao do que atomos ou moléculas que apresentam
elétrons desemparelhados, também conhecidas como radicais livres, sendo
potencialmente reativas com moléculas biolégicas capazes de causar oxidagéo. Elas
apresentam varias fontes endégenas como a mitocéndria (a principal geradora de
EROs) (LEE & WEI, 2007), o citocromo P-450, o mecanismo de defesa dos fagécitos
que produzem radical superoxido, a xantina oxidase, mieloperoxidases, COX,
lipooxigenases, NOS e enzimas da familia da Nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato oxidases (NADPH oxidases ) (MUELLER et al., 2005; BEDARD & KRAUSE,

2007; KOH, Oh, etal., 2009; WESELER & BAST, 2010).

Em condicéo fisioldgica normal, células vasculares sdo capazes de produzir
uma pequena quantidade de EROs, sendo constantemente destruidas pelo proprio

sistema enddégeno. Com isso, 0 corpo se mantém em equilibrio constante através da
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geracado (sistema oxidante) e destruicdo (sistema anti-oxidante) de EROs. Quando
ha um desequilibrio, 0 aumento da geracdo de EROs pode ativar vias de sinalizacéao
intracelulares que provocam a proliferacdo celular, remodelamento vascular,
desenvolvimento de processo inflamatério e alteragdo no tdnus vascular (SZASZ et

al., 2007, WESELER & BAST, 2010; ZINKEVICH & GUTTERMAN, 2011).

No sistema vascular, o anion superoxido assume destacada relevancia entre
as EROs, sendo formado pela reducdo univalente do oxigénio, que € mediada por
enzimas como a NADPH oxidase e xantinas oxidases, além de ser produzida pelo
desacoplamento da eNOS (WESELER & BAST, 2010; FORSTERMANN & SESSA

2012).

Apos sua formacgdo, o anion superéxido, além de exercer seus efeitos em
diferentes vasos sanguineos e 6rgaos, pode dar origem a outras EROs. Talvez por
isso € considerado um dos mais importantes EROs. O anion superoxido reage com
o NO, inativando-o e originando o peroxido de nitrito (ONOO-). Por outro lado,
através da acdo da superéxido desmutase (SOD), o anion superoxido € dismutado
em peroxido de hidrogénio (H202), o qual pode ser convertido em agua por acéao da

glutationa peroxidase ou da catalase.

Destaca-se também o H202, o qual apresenta grande participacdo na
funcdo vascular, pois ele regula vias de sinalizacdo que levam a contracdo e ao
crescimento do musculo liso vascular, migracdo e inflamacédo (Droge et al, 2002). No
entanto, o H202 também foi descrito como um vasodilatador, a depender de sua
concentragdo (FELETOU & VANHOUT, 2006). O H202 também pode ser

metabolizado pela mieloperoxidase e formar o acido hipocloroso (HOCI) ou também
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reagir com metais de transicdo e dar origem ao radical hidroxila (GRIEDLING,
SORESCU & USHIO-FUKAI, 2000; SZOCS et al.,, 2002). A catalase, importante
antioxidante intracelular, € mais efetiva quando o estresse oxidativo esta em altos
niveis e participa da reagcdo que transforma o H202 em H20 e Oz (CAIl, 2005;

SINDHU et al., 2005; GONGORA et al., 2006).

O complexo da NADPH oxidase, uma das principais fontes geradoras de
anion superéxido a nivel vascular, € um heterodimero constituido por diferentes
subunidades: gp9l1phox, p22phox, p47phox, p67phox, p40phox e rac2
(DRUMMOND et al.,, 2011). A gp9lphox, também conhecida como NOX
(Nonphagocytic NADPH oxidase), apresenta subunidades homdlogas que séo
NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 e DUOX2 presentes em Varios tecidos
e diretamente ligadas a funcbes biolégicas como a de defesa e de crescimento
celular (DRUMMOND et al., 2011). Suas isoformas variam de acordo com a
localizacdo e dependendo do tipo de célula presente. Por exemplo, as células

endoteliais expressam NOX1, NOX2, NOX4 e NOX5 (DRUMMOND et al., 2011).

Quando se trata de endotélio vascular, os principais componentes do
complexo enzimatico NADPH oxidase, sdo a NOX1 e NOX4. Diante disto, o
aumento da expressdo dessas isoformas estd sendo diretamente relacionadas a
varias doencas cardiovasculares, tais como aterosclerose, hipertensdo, diabetes,
isquemia / reperfusdo ou aneurismas da aorta abdominal (DRUMMOND & SOBEY,
2014). Isso nos leva a correlacionar processos como estresse oxidativo, inflamagao
vascular, disfuncdo endotelial e remodelamento vascular, que sdo consideradas

causadoras de diversas patologias cardiovasculares, com um aumento de EROs
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provenientes de NAPDH oxidase (DRUMMOND et al., 2011; MONTEZANO &

TOUYZ, 2014).

Em relacdo a oxido nitrico sintase (NOS), as trés isoformas podem promover
a formagdo de 0O2--, se estiverem desacopladas. No caso da endotelial, seu
desacoplamento € causado pela auséncia dos co-fatores L-arginina e BH4

(FORSTERMANN & SESSA, 2012).

Porém, como a tendéncia do sistema fisiolégico € manter o equilibrio,
existem também os agentes antioxidantes presentes no corpo humano: seriam a
SOD, a catalase e a glutationa peroxidase que atuam contrapondo a acdo das EROs
(SENA, PEREIRA, et al, 2013). Cada uma agindo de acordo com suas
particularidades, todas tém o objetivo de diminuir a agresséo desses radicais livres.
Portanto a SOD, que apresenta diferentes isoformas como a SOD cobre/zinco (SOD-
Cu/Zn; SOD1), SOD mitocondrial (SOD-Mn; SOD2) e a SOD extracelular (SOD-EC;
SOD3), atua catalisando a reacdo que transforma duas moléculas de anion
superoxido em H202 e oxigénio (SENA, PEREIRA, et al., 2013). Outra enzima
conhecida é a catalase, um dos mais importantes antioxidantes intracelulares.
Altamente eficiente esta localizada principalmente em peroxissomas, mas também
atua no citosol e catalisa a conversdo de H202 em agua e em seguida dismutando

anion superoxido pela SOD (SINDHU et al., 2005; SENA, PEREIRA, et al., 2013).

Tanto a hiperglicemia aguda como a crbnica estdo associadas com a
disfuncéo endotelial. Os efeitos deletérios da sobrecarga de acucar na diabetes tipo

2 sao frequentemente amplificados e associados a resisténcia a insulina, incluindo
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hiperlipidemia e hipertensdo. A ativacdo de NADPH oxidase esta implicada no

estresse oxidativo associada com hiperglicemia (COHEN & TONG, 2010).

O sistema renina-angiotensina é ativado na diabetes, possivelmente pela
NADPH oxidase. A angiotensina Il atua através do receptor AT1 para inibir muitas
das acOes da insulina na vasculatura, incluindo a vasodilatagdo. O aumento de
receptores e ativagdo de AT1 / NADPH oxidase parece contribuir para a resisténcia
a insulina vascular, a disfuncdo endotelial, a apoptose, e a inflamacdo (COHEN &

TONG, 2010).
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1.4DISFUNCAO ENDOTELIAL

Como ja descrito, o endotélio € um tecido ativo com funcgdes fisiologicas
importantes principalmente na manutengdo do equilibrio hemodindmico e
hemostéatico. Qualquer desempenho contrario de suas fungbes é considerado como
disfuncdo endotelial, caracterizando a incapacidade das células endoteliais
conduzirem a vasodilatacdo adequada quando estimuladas (DAVEL et al., 2011).
Essa disfuncdo pode ser devido a varios fatores como a provocada por estresse
bioquimico ou fisico, ou um desequilibrio entre a liberacdo de vasodilatadores e
vasoconstrictores, ou por um aumento da proliferacdo das células musculares lisas e
até mesmo por aumento do estado pro-inflamatério e pré-trombotico no vaso
sanguineo (VERSARI et al., 2009). A disfuncdo endotelial é considerada o primeiro
passo na progressdo da aterosclerose e doencas cardiovasculares (POTENZA,
ADDABBO et al., 2009). O endotélio perde seu equilibrio fisiolégico desenvolvendo-
se um estado de vasoconstricao, inflamacédo, coagulacédo, trombose e proliferacao

(POTENZA, ADDABBO et al., 2009; VAN DER REE et al., 2001).

O principal marcador da disfuncdo endotelial é a diminuicdo da
biodisponibilidade de NO, devido a uma reducéo da sua producédo e/ou a uma perda
da sua atividade biologica (VAN DER REE et al., 2001), e isso pode ser observado
pela diminuicdo da expressdo da eNOS, da reduzida quantidade de co-fatores e
substratos para a eNOS, pelos danos na ativacao da eNOS e pelo consumo de NO

pelas EROs (POTENZA, ADDABBO et al., 2009).

De fato, um mecanismo que influencia bastante as enfermidades é a reacao

do anion superéxido com o NO, o que leva a diminuicdo da biodisponibilidade do
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NO, e como uma cascata de reacdes, diminuem seus efeitos vasodilatadores e
antiinflamatorios; além de aumentar a formacédo de peroxinitrito, gerando cada vez
mais o estresse oxidativo (Wallace et al., 2010). Além disso, o anion superoxido
também contribui para o processo inflamatoério, participando do aumento da
expressdo de COX-2, presente na diabetes (SHI & VANHOUTTE, 2009). Cabe
ressaltar que o aumento nos niveis de EROs em pacientes diabéticos € a principal
causa de complicacbes vasculares associadas a esta patologia (SHI &

VANHOUTTE, 2009).

A fonte de radicais livres derivadas de oxigénio na diabetes ainda ndo é bem
estabelecida, mas alguns pesquisadores sugerem que a hiperglicemia ndo s6 é
capaz de aumentar a liberacéo de acido araquiddnico pelas células vasculares, mas
também que o metabolismo deste, via da COX, possa ser uma importante fonte
geradora de EROs (TESFAMARIAM et al., 1990; MULLARKEY, EDELSTEIN et al.,
1990). Portanto a diabetes é capaz de aumentar seletivamente a expressao de
COX-2 sem afetar os niveis de COX-1, e dessa forma gera um aumento da liberacéo
de prostandides vasoconstritores (BAGI et al.,, 2006). O mecanismo pelo qual a
COX-2 se apresenta super expressa na parede vascular ndo é claro, entretanto
acredita-se que é devido as EROs ativar as vias de transducdo de sinal redox-
sensiveis e especificos eventos reguladores da transcricdo (BAGI et al., 2006). Um
estudo mostrou também que em coronaria de caes diabéticos, o acido araquidonico
exodgeno induziu a contracdo pela via do TXA2, 0 que em artérias de animais controle

provocou relaxamento mediado por PGL2 (DAVEL et al., 2011).

Além de aumentar a produgcdo de anion superoxido, o endotélio de um

paciente diabético também produz altos niveis de H20:2 levando consequentemente
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a uma maior producado intracelular de radical hidroxila induzindo a disfungéo
endotelial (HADI, SUWAIDI, 2007). Isso ocorre porque a hiperglicemia provoca dano
na parede vascular por mecanismos diversos como: aumento do fluxo de glicose e
outros acucares através da via do poliol; aumento da formacéo intracelular de
avancados produtos finais da glicacdo; ativacdo de proteina quinase C (PKC) e a
ativacdo da via de hexosamina (SENA, PEREIRA et al., 2013). Os efeitos globais
destes mecanismos sdo aumento do estresse oxidativo, apoptose e aumento da
permeabilidade vascular. Essa quantidade de EROs que se encontra aumentada na
diabetes, promove uma reacdo direta entre NO e o anion superoxido (HADI,

SUWAIDI, 2007).

Em situagcdo de hiperglicemia, a atividade da enzima conversora de
angiotensina se encontra aumentada. Consequentemente, a angiotensina Il exerce
efeitos nas células musculares lisas por estimular a contracdo, o crescimento, a
proliferacdo e a diferenciacdo. Além de se responsabilizar pela migracdo de
monacitos e estimulacdo da producdo de ICAM, VCAM e LAM (VAN DER REE et al,
2001), atuam no aumento da expressao da proteina de quimioatracdo de mondcitos
1 responséavel por promover o movimento de mondcitos para a parede dos vasos
sanguineos, estimulando a agregacao plaquetaria e também ativando a NADPH
oxidase, enzima responsavel pela producdo de anion superéxido (HSUEH &

QUINONES, 2003).

Conforme descrito até o momento, a diabetes cursa com o0 aumento da
geracdo de prostandides constritores e estresse oxidativo, o que propicia injaria

vascular e formacdo de aterosclerose. A0 mesmo tempo, ja € reportado que a

atorvastatina inibe a NADPH oxidase, uma das maiores fontes geradoras de anion
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superéxido em vasos sanguineos e que possui relacdo direta com a atividade da
COX-2 (DE BATISTA et al., 2014). Portanto, nossa hipotese € que o tratamento
cronico com a dose maxima de atorvastatina ira melhorar a reatividade vascular a
fenilefrina em aorta isolada de ratos diabéticos, provavelmente por interferir no

processo inflamatério instalado na diabetes.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar efeitos pleiotropicos de estatina (atorvastatina) na dose de 80 mg / kg
em um tratamento crénico, promove efeito pleiotropico positivo sobre a funcao

vascular em vaso de condutancia em ratos diabéticos.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a reatividade vascular a fenilefrina, em aortas de ratos diabéticos e
controle, e avaliar o tratamento com 80 mg/kg/dia de atorvastatina por 30 dias

nestas respostas

v Investigar a influéncia do endotélio e do NO sobre o efeito contréatil induzido
pela fenilefrina em aortas de ratos diabéticos e controle tratados ou ndo com

atorvastatina.

v Investigar a participacdo de prostandides vasoconstritores no efeito induzido

pela fenilefrina.

v Verificar se a expressao vascular da COX-2 esta alterada no modelo de DM e

se a atorvastatina pode influenciar no processo.

v Comparar o efeito da atorvastatina na profucdo de EROs e sobre a funcao

vascular de ratos diabéticos e controle.

v Verificar se a expressao vascular do NOX1 estéa alterada no modelo de DM e

se a atorvastatina influi neste processo.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Os protocolos experimentais realizados receberam autorizacdo da Comisséo
de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), conforme o protocolo n°® 017/2012. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados em conformidade com os principios éticos para experimentacao
animal, adotados pela Sociedade Brasileira de Biologia Experimental e pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA - 1991).
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3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), com idade
aproximada de 10 a 12 semanas, pesando entre 220 — 250 gramas. Estes animais
foram fornecidos pelo biotério do Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Fisiolégicas (PPGCF) da UFES (Vitéria, Brasil). Os animais foram mantidos em
gaiolas com temperatura e umidade constantes, além de ciclo claro-escuro de 12 /

12 horas, com livre acesso a racao e agua.

3.2.1 Obtencado do modelo experimental de diabetes

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais: um grupo diabético (Db), cujos experimentos foram realizados apés
quatro semanas de diabetes estabelecida, um grupo diabético tratado com
atorvastatina (Db+At), um grupo nao diabético (Ct) e um grupo nédo diabético tratado
com atorvastatina (Ct+At). O tratamento foi realizado pela técnica de gavagem, onde
0s animais tratados receberam por quatro semanas uma dose diaria de 80 mg/kg de
atorvastatina diluida no veiculo carboximetilcelulose (0,5%), e 0s grupos néo

tratados receberam diariamente somente o veiculo, carboximetilcelulose (0,5%).

O DM do tipo 1 foi induzido através de injecdo Unica de estreptozotocina, 50
mg/kg, i.v. dissolvida em 0,2 ml de solu¢do tampéo citrato 0,1 M (pH 4,5), enquanto
gue os animais controles receberam igual volume apenas de solugéo tampao citrato.
A solugdo com estreptozotocina, assim como a solugcdo tampé&o citrato foram
aplicadas através da veia peniana, para este procedimento os ratos foram

anestesiados com cetamina/xilazina (Xavier, et al., 2003).
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3.2.2 Concentracao de glicose sanguinea

Os niveis de glicose no sangue foram mensurados usando um hemoglicoteste
(ACCU-CHEK®Active analyzer, Roche, Mannheim, Germany) antes e apés a injecao
de estreptozotocina ou tampao citrato. Aqueles animais que recebiam a injecdo de
estreptozotocina e que apresentavam um nivel de glicose no sangue superior a 250
mg / dl foram considerados hiperglicémicos, caracterizando um modelo de DM tipo
1, largamente utilizada para investigacdes desta doenca devido as semelhancas
fisiopatoldgicas da doenca de origem imunolégica que apresenta uma deficiéncia na
producdo de insulina causada por uma diminuicdo da quantidade de células beta
presentes nas ilhotas de Langehans no pancreas (MARCHAND, ARANY et al,

2010).

Ao final do tratamento, desses animais de aproximadamente dezesseis
semanas de idade, foram obtidos segmentos de aorta toracica para medidas ndo s6
bioguimicas como também foram usados para identificacdo de ERO através da
técnica de imunofluorescéncia. De acordo com a sequéncia de experimentos, foi
pesquisado se o tratamento com altas doses de atorvastatina influencia de alguma
forma as alteracdes vasculares funcionais associadas a esse processo patolégico.
Para isto, foram obtidos anéis de aorta toracica destes animais com o objetivo de

avaliar a reatividade vascular através de experimentos in vitro.

A Figura esquematiza, de forma resumida, o0s protocolos experimentais

realizados.
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Figura 1 — Esquema representativo dos grupos de animais utilizados no
presente estudo e dos respectivos protocolos experimentais
desenvolvidos, na sequéncia em que foram analisados

Experimentos com animais dos grupos Wistar controle (Ct) (n = 8), Controle
tratado com atorvastatina (Ct+At) (n = 16), diabéticos (Db) (n= 23) e diabéticos

tratados com atorvastatina (Db+At) (n = 7).

O indice de mortalidade ao aplicar a estreptozotocina nos ratos wistar foram

minimizados ao introduzir agua com agucar nos primeiros 3 dias ap0s a inducao.
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3.3 MEDIDA DO PESO CORPORAL

A medida do peso corporal dos ratos dos grupos controle, diabético, controle
tratado com atorvastatina e diabético tratado com atorvastatina foi realizada
semanalmente. Estas avaliacbes ocorreram no mesmo horario, com 0s mesmos

equipamentos e dirigido sempre pela mesma pessoa, com intuito de diminuir vieses.

Com estas informagdes, foi possivel avaliar ndo s6 o efeito da doenca instalada no

animal, mas também o efeito do tratamento sobre esta conduta farmacolégica.
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3.4 MEDIDA DA GLICEMIA

Foram medidas a glicemia capilar dos ratos do grupo controle, diabético,
controle tratado com atorvastatina e diabético tratado com atorvastatina
semanalmente. Este processo ocorreu sempre pelas manhds, no mesmo horario,
com 0S mesmos equipamentos e pela mesma pessoa, com intuito de diminuir
vieses. Os ratos eram mantidos em jejum de doze horas e entdo era realizada a
medida da glicose usando um hemoglicoteste (ACCU-CHEK®Active analyzer,
Roche, Mannheim, Germany). Através deste procedimento e com estas informacdes,
foi possivel avaliar ndo s6 o efeito da doencga instalada no animal, mas também o

efeito do tratamento farmacologico.

3.4.1 Teste de sensibilidade a insulina

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado ao final de 4 semanas de
tratamento, dois dias antes de serem sacrificados. Neste experimento os ratos se
apresentavam sem estarem em condicdo de jejum. Foi entdo administrada uma
injecdo intraperitoneal de insulina 0,75 L / kg (Sigma, St. Louis, MO) nos ratos e em
seguida, amostras de sangue da veia caudal foram obtidas nos tempos: 0, 30, 60, 90
e 120 minutos. Para a afericdo dos valores de glicemia, foi utilizado um glicosimetro

(ACCU-CHEK®Active analyzer, Roche, Mannheim, Germany)

3.4.2 Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose foi realizado ao final das quatro semanas de

tratamento; para este experimento, os animais ficam em jejum de 12 horas. O teste
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consistiu na afericdo das variacdes na glicemia apos administracdo de glicose (2
mg/Kg) por via intraperitoneal, nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos apods a
administracdo (BERTULOSO et al., 2015). Para a afericdo dos valores de glicemia,
foi utilizado um glicosimetro (ACCU-CHEK®Active analyzer, Roche, Mannheim,

Germany).
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3.5 REATIVIDADE VASCULAR

Apés a realizacdo das medidas descritas acima, os animais dos grupos Ct,
Ct+At, Db e Db+At tiveram sua funcéo vascular investigada através de estudos de
reatividade vascular in vitro com segmentos de aorta em preparacao de banho de
6rgdos (NIELSEN & OWMAN, 1971; MARIN, SANCHEZ-FERRER et al., 1988). A
finalidade desses estudos foi ndo sO avaliar se o tratamento com atorvastatina
influenciou a reatividade vascular, como também conhecer possiveis fatores

vasoativos envolvidos.

Os ratos, entdo foram anestesiados, sacrificados por decapitacdo seguida de
exsanguinacao, utilizando toda e possivel forma para minimizar o sofrimento dos
animais em experimentacdo. O torax foi aberto, e a aorta toracica foi
cuidadosamente removida com auxilio de pincas e tesoura, posteriormente foi
colocada em uma placa de Petri com solucéo refrigerada (4°C) de Krebs-Henseleit:
115 mM NaCl, 25 mM NaHCOs, 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgS04.7H20, 2,5 mM
CaCl2.2H20, 1,2 mM KH2PO4, 11,1 mM glicose e 0,01 mM Na2EDTA). A aorta foi,
entdo, manipulada delicadamente com as pincas para retirada do tecido conectivo e
adiposo e em sequencia, foi cortado um ndimero de seis segmentos cilindricos de 3
a 4 mm de comprimento (Figura 2). Durante todo este processo, a aorta e seus

segmentos mantiveram submersos em solugéo resfrigerada de Krebs- Henseleit.
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Figura 2 — Aorta toracica, de um rato Wistar, imersa em solucéo refrigerada de
Krebs-Henseleit, ap6s a remoc¢é&o do tecido conectivo e adiposo. Na imagem, a
aorta esta sendo dividida em segmentos cilindricos de 3 a 4 mm. (Adaptado de
Angeli, 2013).

Em continuidade, os segmentos foram posicionados no aparato experimental,

como demostrado esquematicamente na

Figura 3. Cada anel de artéria foi entdo colocado dentro de cubas contendo
um volume padronizado de 5 mL de solucdo de Krebs-Henseleit que se mantém
continuamente gaseificada com uma mistura carbogénica (95 % de Oz e 5 % de
CO2), de pH em torno de 7,4, e aquecida a 36 = 0,5 °C por um sistema de Banho

Maria circulante com termostato.

O objetivo deste experimento foi avaliar a for¢ca desenvolvida pelo vaso. Nesta
preparacao, dois fios de aco inoxidavel, em formato de triangulos, sdo passados
através do lumen dos anéis da aorta, mantendo os fios paralelos enquanto os anéis
séo tensionados. Um dos tridngulos se liga a haste fixa da preparagéo, que por sua
vez se mantém presa ao fundo da cuba, e o outro tridngulo fica preso numa haste
movel, ligada ao transdutor de forca isométrica (TSD 125 C BIOPAC Systems, Inc.,

California, EUA) ligado ao sistema de aquisicdo de dados bioldgicos (MP100
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BIOPAC Systems, Inc., Califérnia, EUA) e que por sua vez transmitiu ao computador

que estava conectado (

Figura 4).

sistemade aquisicdo de

dados biolégicos
transdutor de forga

haste metalicamovel

amplificador

cubadevidro
aquecidapor
banho-maria

l vasoconstrigdo: deflexdo positiva

anelde
aorta

—0—  —
haste metélica

I entrada de carbogénio ¢] f,— ----- - fixa
7 95%0, +5%C0, (3

descarte de

T vasodilatagdo: deflexdo negativa
solugdo *

ﬁcl)ﬁ o

Figura 3 — Esquema representativo da preparacdo experimental dos anéis de
aorta em banho de 6rgéos para a realizacdo de estudos de reatividade vascular
in vitro (adaptado de Batista, 2014).

O anel de aorta é conectado a preparacao através de dois triangulos de aco
inoxidavel, fixos acima e abaixo por hastes, mével e fixa, respectivamente. O
transdutor de forca detecta as variagbes mecanicas na resposta vascular, e
traduzem ao sistema de aquisicdo de dados biologicos seguidos da transferéncia

para o computador e entéo, registrado.

ApOs os anéis de aorta serem montados no sistema, estes se mantiveram a
uma forca de repouso de 1 grama-forca durante 45 minutos, chamado periodo de

estabilizacdo. Este valor foi adotado neste estudo como a forma representativa da
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forca gerada pelos anéis de aorta. O equivalente no Sistema Internacional (Sl) para

essa forca basal do anel em repouso é de 0,015 N.

3.5.1 Avaliacao daintegridade do musculo liso vascular

Seguindo o periodo de estabilizacao (

Figura 4 A), foi adicionado cloreto de potassio (KCl) ao banho numa
concentragdo final de 75 mM, com o intuito de estimular a atividade contratil induzida

por despolarizagao (

Figura 4 B). ApOs obter a reacdo contratil esperada, os anéis de aorta foram

lavados (

Figura 4 C) por aproximadamente trés vezes com solucdo de Krebs-
Henseleit para retornarem a tenséo basal também chamada de tensdo de repouso,
seguida por um novo intervalo de 30 minutos para novamente levar a estabilizacédo

do sistema (

Figura 4 D). Uma nova dose de KCI (75 mM) foi entdo adicionada ao banho

Figura 4 E) desta vez com o objetivo de adquirir uma contracdo maxima do

musculo liso vascular (

Figura 4 F), que foi mensurada apos 30 minutos de incubagdo, tempo
suficiente para atingir um platé no registro desta contracdo. Quando a variacao entre

o basal e o valor maximo de contracdo chegou a, pelo menos, um grama de forca,
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0S anéis de aorta de todos os grupos eram considerados integros. Apos este plato,

novamente os anéis foram lavados por mais trés vezes seguidas (

Figura 4 G) para que retornassem a tensdo de repouso e, nhovamente se

esperou 30 minutos estabilizando o sistema (

Figura 4 H), apds este processo 0s anéis seguiram para uma avaliacao da

integridade funcional do endotélio.

3.5.2 Avaliacdo da integridade funcional do endotélio

A funcdo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzida por
acetilcolina. Para isso, os anéis de aorta foram pré-contraidos com 1 yuM de

fenilefrina (
Figuradle
Figura 4 J). Uma vez, obtido o platd, foi adicionado 10 uM de acetilcolina (

Figura 4 K). A integridade funcional do endotélio foi considerada apenas nos
anéis em gue a acetilcolina foi capaz de induzir relaxamento igual ou superior a 85
% nos ratos Wistar controles e diabéticos tratados ou ndo em relacdo a contracdo

maxima provocada pela fenilefrina.
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Figura 4 — Registro com curvas representativas dos testes de viabilidade do
musculo liso vascular com KCI| e de integridade funcional do endotélio
(adaptado de Dias, 2011). Teste da viabilidade do musculo liso vascular com KCI:
A) Periodo de estabilizagdo inicial B) Adicdo de KCI (75 mM) ao banho; C) Lavagem
dos anéis com solucdo Krebs-Henseleit; D) Periodo de estabilizacdo; E) Adicdo de
KCI (75 mM) ao banho; F) Contracdo induzida pelo KCI (75 mM); G) Lavagem dos
anéis com solucdo Krebs-Henseleit; H) Periodo de estabilizacdo. Teste para
avaliacdo da integridade funcional do endotélio: 1) Contracdo com fenilefrina (1 pM);
J) Platé induzida pela fenilefrina; K) Adicdo de acetilcolina (10 uM). O tempo foi
registrado em minutos, representado no eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a
forca registrada em gramas (g), observada no eixo vertical.

3.5.3Avaliacdo do tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e nao

diabéticos sobre a resposta vasoconstritora a fenilefrina

ApoOs a avaliacdo da integridade muscular lisa e endotelial, os diferentes anéis
de aorta seguiram protocolos diferentes, embora simultaneamente. Neste caso, 0s
anéis foram lavados trés vezes e passaram por um periodo de estabilizacdo de 30
minutos de duragdo, mantendo a tensao basal. Para investigar o efeito do
tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e ndo diabéticos sobre a resposta
vasoconstritora a fenilefrina, foram realizadas curvas concentracdo-resposta a este
agonista alfa-adrenérgico, na concentragdo de 0,1 nM a 0,3 mM, ao final foram

totalizadas 14 distintas concentragcbes adicionadas em ordem crescente e
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sequencialmente ao banho (Figura 6 A). O efeito desta concentracdo crescente de
fenilefrina foi normalizado em todos os grupos em fungcdo da resposta contratil

maxima induzida pelo KCI (75 mM), que foi considerada 100 % da resposta contratil.

3.5.4 Estudo da modulacédo endotelial sobre a resposta vasoconstritora a

fenilefrina

O efeito do tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e ndo diabéticos
na participacdo do endotélio sobre a resposta contratil a fenilefrina foi investigado
apos a remocao mecanica deste componente vascular. Esta remocao foi realizada
antes de os anéis de aorta serem fixados ao aparato experimental, visto que esta
remocao mecanica do endotélio foi realizada por uma leve friccdo na parede interna
do anel de aorta utilizando um fio polido e rigido de aco inoxidavel. Para confirmar a
auséncia do endotélio, foi avaliada a incapacidade de relaxamento dos anéis de
aorta incubados com 10 uM de acetilcolina apds contracdo prévia com 1 uM de
fenilefrina. E considerada incapacidade de relaxamento quando este € inferior a 10
%, calculo realizado em relacéo a resposta maxima de contracao a fenilefrina, assim

como descrito anteriormente.

Sendo assim, curvas concentracdo-resposta a fenilefrina foram realizadas em
segmentos de aorta com os chamados, endotélio integro (E*) e sem endotélio (E),
nos quatro grupos experimentais que participaram dos estudos de reatividade

vascular.
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3.5.5 Estudo dos fatores endoteliais envolvidos no tratamento de
atorvastatina em ratos diabéticos e ndo diabéticos sobre a resposta a

fenilefrina na aorta

Os protocolos de reatividade vascular, deste momento em diante do
experimento, foram igualmente realizados para todos os quatro grupos de
tratamento.  Portanto, seguindo o teste do endotélio e posteriormente a
estabilizacdo da preparacdo por um tempo de 30 minutos, o farmaco a ser estudado
foi incubado por mais trinta minutos, e ao final deste periodo foi realizada a curva

concentragdo-resposta a fenilefrina (101° a 3x10* M).

3.5.6 Influéncia do tratamento de atorvastatina em ratos diabéticos e nao

diabéticos na via do 6xido nitrico

Com o objetivo de estudar a participacdo do NO na resposta contratil a
fenilefrina, o anel de aorta foi incubado com um inibidor ndo-seletivo da enzima

NOS, o N G -nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100 uM).

3.5.7 Envolvimento de radicais livres no tratamento de atorvastatina em

ratos diabéticos e ndo diabéticos

Para verificar o envolvimento de EROs nos ratos diabéticos ou ndo tratados
com atorvastatina, na resposta contratil a fenilefrina foi utilizado a apocinina (APO,
100 uM), um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase, ou seja, na presenca de
antioxidantes, inibindo uma das principais enzimas formadoras de radicais livres,
possibilitando avaliar se o tratamento melhora a disfungdo endotelial através da

modulacédo da producéao de EROs.
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3.5.8 Envolvimento dos prostandides derivados do acido araquidénico
sobre o tratamento de atorvastatina em ratos diabéticos e nao

diabéticos

Com o objetivo de estudar a influéncia dos prostanodides da via da COX na
vasoconstricdo induzida pela fenilefrina, foram utilizados os seguintes farmacos:
Indometacina (10 yM), um inibidor ndo especifico da COX e o NS 398 (1 uM),

inibidor especifico da COX-2.
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3.6 IMUNOFLUORESCENCIA  PRODUZIDA PELA  OXIDACAO DO
DIHIDROETIDIO (DHE)

A técnica utilizada para verificar o efeito do tratamento com atorvastatina na
diabetes sobre a producéo in situ de anion superoéxido, foi a fluorescéncia produzida
pela oxidacdo do dihidroetideo (DHE), os procedimentos seguiram conforme

previamente descrito (NUNES et al., 2014).

O DHE é um derivado do etidio, que em contato com anion superoxido,
oxida-se e entédo liga-se ao DNA das células emitindo fluorescéncia vermelha. Este
método permite analisar a producgao “in situ” de anion O2 nos segmentos arteriais.
Para isto, os segmentos de aorta foram retirados dos animais, em seguida, foram
limpos e colocados em uma solucdo de Krebs-HEPES contendo 30 % de sacarose

permanecendo ali por pelo menos uma hora em um tubo de eppendorf.

Posteriormente, os seguimentos foram adequadamente posicionados dentro
de um blister, onde submergidos em meio de congelamento de tecidos para
criostomia Optimum cutting temperature (OCT) Tissue-Tek (Sakura, Finetek Europe,
Flemingweg, Holanda) permaneceram congelados e mantidos a -80°C até o dia do

experimento.

Utilizando um criostato, os segmentos de aorta foram cortados em anéis
com 10 pum de espessura e posicionados em laminas previamente gelatinadas.
Passado um periodo de 60 a 90 minutos numa temperatura de 37° C, as secdes
transversais da aorta foram blogueadas durante um periodo de duas horas, com
uma combinacdo de solugbes contendo PBS, 5 % de albumina de soro bovino

(Bovine Serum Albumin, BSA), com o objetivo de lavar e bloquear unibes
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inespecificas do anticorpo, e 0,3 % de detergente polioxietileno sorbitano 20 (Tween
20), para evitar a perda dos segmentos de aorta e para permeabilizar o tecido

aumentando a entrada do anticorpo ao local especifico.

ApOs este procedimento, as laminas contendo os cortes foram lavadas e
posteriormente incubadas com Krebs HEPES (Para 100 ml de Krebs: 29,4 mg de
CaCl2, 759 mg de NaCl, 41,7 mg de KCI, 4,9 mg de MgCI2, 197,8 mg de HEPES e
198,2 de glicose) por 30 minutos em uma camara Umida a 37° C. Decorridos os 30
minutos, o Krebs foi escorrido e o excesso foi seco. O proximo passo, foi a
incubacdo com DHE 2 um por duas horas na estufa com camara fechada a 37° C. A
luminescéncia emitida foi visualizada com microscépio fluorescéncia invertido
(NIKON Eclipse Ti-S, x20 objective) e camara fotogréafica (NIKON digital sigth DS-
U2) com filtro de fluorescéncia para DHE. O etideo unido ao nucleo das células foi
visualizado com Aexc= 546 nm e detectado com Aem= 610 nm. As imagens foram

guantificadas pelo programa Image J.



76

3.7 ESTUDO DA EXPRESSAO PROTEICA

3.7.1 Western Blot para detec¢cdo da isoforma COX-2 e da isoforma NOX1

da NADPH oxidase em aorta de ratos

A técnica de Western Blot (TOWBIN, STAEHELIN et al., 1979) foi utilizada
para determinar a influéncia do tratamento por quatro semanas de atorvastatina
sobre a expressdo protéica no ambito vascular da enzima COX-2 e da isoforma
NOX1 da NADPH em segmentos de aorta toracica de ratos dos grupos controle e
diabéticos. A expressado protéica foi realizada em condicbes basais (segmentos

retirados logo apés o animal ser sacrificado).

3.7.2 Preparacao do tecido e quantificacdo das proteinas

As amostras foram preparadas utilizando segmentos de aorta toracica de
todos os grupos. Os anéis de aorta foram congelados com nitrogénio liquido e
mantidos a -80°C até o momento de serem utilizados. Com auxilio do
homogeneizador (Marconi, MA102/MINI, Brasil), as amostras teciduais foram
homogeneizados em microtubos contendo solucédo de Tris HCI 50 mM, NaCl 0,9 M,

pH:7,4, em banho de gelo.

Depois de homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf-
Neitheier- Hinz GmbH 22331, Alemanha) durante 10 minutos, em 6.000 rpm a 4°C e,
em seguida, o sobrenadante foi retirado. Em uma pequena amostra do
sobrenadante, foi realizada a quantificacdo protéica (Fotdbmetro Bioquimica, Bio

2000, Brasil) de acordo com o método de Bradford (BRADFORD, 1976). Com o valor
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quantificado, foi calculado o volume necesséario para uma carga de 40-60 pg de
proteina, sendo este volume de amostra misturada em partes iguais, com solucéao
tampdo de homogeneizacdo. Por ultimo, aliquotas do homogeneizados foram
diluidas em solucdo de Laemmli 2X (0,5 mM de uréia, 0,17 mM de SDS, 39 uM de

ditiodiol, 0,01 M de Tris e azul de bromofenol 0,5%).

3.7.3 Eletroforese e transferéncia das amostras

As amostras agora diluidas em solucdo de Laemmli, foram carregadas em
géis de SDS-poliacrilamida 7,5% e 10% para COX-2 e NOX1 (1,5 M Tris Hcl pH: 8.8,
acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos
em um tampao para eletroforese (25mM de Tris HCI, 190 mM de glicina e 0,1% de
SDS) e submetidas a uma corrente constante de 80V por aproximadamente 2 horas

e 30 minutos (PowerPacTM HC, BioRad, Singapura).

Ao final da eletroforese, foi feita a transferéncia elétrica das proteinas para
uma membrana de Nitrocelulose (Amersham, UK) previamente ativada por metanol
durante 20 segundos. Para realizar a transferéncia o gel, a membrana e o papel
Whatman foram montados em um sistema de sanduiche e banhados por uma
solucdo tampao de transferéncia (Tris 88 Materiais e métodos 25mM, glicina 190mM,
SDS 0.1% e Metanol 20%) a temperatura ambiente usando um “semi-dry” (Trans-

Blot SD Cell Bio-Rad, USA) com uma corrente de 25 V por 1 hora.

3.7.4 Incubacdo com anticorpos

Ao final da transferéncia, as membranas foram incubadas por 2 horas, a

temperatura ambiente, com solucéo de bloqueio (leite desnatado 5%, Tris HCI 10
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mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5) para evitar a unido nao-especifica
com reativos ndo imunologicos. Sequencialmente, as membranas foram incubadas
durante a noite a 4° C, sob agitacdo, em solucdo a 5% de albumina com tampéao
TBS-T (Tris HCI 10 mM, NaCl 100mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5) adicionados aos
anticorpos primarios para COX-2 (1:200; anticorpo monoclonal de coelho; Cayman
Chemical, Ann Arbor, Mi, USA), e para NOX1 (gp22phox, 1:500; anticorpo
monoclonal de coelho; Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), em um segundo
momento a mesma membrana foi utilizada para incubar com a-actina (1:5000;

anticorpo monoclonal; Sigma Chemical, CO, St. Louis, USA).

Depois deste momento, as membranas foram lavadas, através de agitacao,
com solugdo TBS-T durante 30 minutos para remocdo do excesso do anticorpo
primario, sendo trocada a solugcdo de TBS-T a cada 5 minutos. Posteriormente as
membranas foram incubadas por 1 hora com o correspondente anticorpo secundario

conjugado com peroxidase de rabanete: anticorpo IgG anti-coelho (1:5000).

3.7.5 Deteccéo das proteinas

As proteinas correspondentes a COX-2, NOX1 e a-actina foram detectadas
por uma reacado de quimioluminescéncia por meio da exposicdo da membrana,
durante 5 minutos, a um sistema de deteccado (ELC 89 Materiais e métodos Plus,
AmershamTM GE Healthcare, UK). Em seguida, as membranas eram colocadas em
contato com filme fotografico (Hyperfilm, Amersham TM, UK), sendo as bandas

impregnadas e posteriormente reveladas.

Os dados de expressdo proteica das proteinas COX-2 e NOX1 foram

expressos como razao da expressao proteica da a-actina, usadas como controle de
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carga. A andlise densitométrica foi utilizada para quantificar as bandas das
proteinas, para isto, os filmes com as bandas protéicas impregnadas foram

escaneadas e analisados com o software Image J.
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3.8 EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados e aplicacdo dos testes estatisticos foram utilizados
os programas Microsoft Oficce Excel (Redmond, Washington, EUA) e GraphPad
Prism Software 6.0 (San Diego, Califérnia, EUA). O software GraphPad Prism é
configurado na lingua inglesa, portanto, os valores decimais dos gréaficos séo

delimitados por pontos, e ndo por virgulas.

Os resultados sdo expressos em média + erro padrao da média (EPM) do

ndmero de animais usados em cada experimento (n).

Em relacdo aos experimentos de reatividade vascular, foram calculados os
valores de resposta maxima (Emax) e de pD:z (-log ECso) das curvas concentracao-
resposta a fenilefrina através da analise de regressdo ndo-linear de cada curva

individualmente.

Para variaveis de distribuicdo normal, as diferencas foram analisadas
usando o teste t de Student pareado ou nao pareado para comparacdo de duas
meédias. Para comparar trés médias ou mais, foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) uma via para comparacao entre os grupos tratados ou medidas repedidas.
Quando o teste ANOVA detectava significancia estatistica, foi realizado o pés-teste
(pos-hoc) de Tukey. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes

quando p < 0,05.
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3.9 FARMACOS, REAGENTES E ANTICORPOS

Atorvastatina calcica: Morepen Laboratories

Acetilcolina, cloridrato: Sigma-Aldrich Co.

Acrilamida (N, N"-Metilenbisacrilamida 40 % Solucao 37, 5:1): BioRad

Acido hidroxietilpiperazina etanosulfénico (HEPES) (Sigma)

Albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin, BSA): Sigma-Aldrich Co.

Anticorpo  monoclonal produzido em coelho para anti-COX-2 (Cayman

Chemical)

Anticorpo monoclonal produzido em camundongo para a-actina (Sigma)

Anticorpo NOX1

Anticorpo secundario conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-coelho:

BioRad

Anticorpo secundario conjugado com peroxidase de rabanete IgG anti-

camundongo: Stressgen Bioreagents Corporation

Apocinina: Fluka, Sigma-Aldrich Co.

Azul de bromofenol (37, 37, 5, 5”-Tetrabromofenolsulfoneftaleina, sal sédico):

Sigma-Aldrich Co.

Carboximetilcelulose
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CacCl2.2H20 (cloreto de célcio dihidratado): Merck, Pancreac

Carbogénio (95 % de O2 e 5 % de CO2): White Martins, Praxair, Inc.

Ketamina

Dihidroetidio (DHE): Invitrogen-Molecular Probes Inc.

EDTA (acido etilenodiamino tetraacético): Sigma-Aldrich Co.

Etanol (96 %): Merck & Co.

Estreptozotocina

Fenilefrina, hidrocloridrato: Sigma-Aldrich Co.

Glicerol: Sigma-Aldrich Co.

Glicina (4cido aminoacético): Sigma-Aldrich Co.

Glicogénio: Sigma-Aldrich Co.

Glicose: Merck & Co.

Indometacina (Sigma)

KCI (cloreto de potassio): Merck, Pancreac

KH2PO4 (fosfato monopotassico): Merck, Pancreac

Leite desnatado em poé: Nestlé

L-NAME (N©-nitro-L-arginina metil éster), dicloridrato: Sigma- Aldrich Co.

Marcador de peso molecular 6 a 180 kDa: Nippon Genetics Europe
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Metanol: Sigma-Alcrich Co.

MgS0Oa4.7H20 (sulfato de magnésio heptahidratado): Merck, Pancreac

Na2 EDTA (&cido etilenodiamino tetraacético, sal dissédico): Sigma-Aldrich

Co.

NacCl (cloreto de sodio): Merck, Pancreac

NaHCOs (bicarbonato de sodio): Merck, Pancreac

NS  398(N-(2-ciclohexiloxi-4-nitrofenil)  metanosulfonamida)  (Cayman

Chemical)

octilfenoxipolietoxietanol (IGEPAL CA-630): Sigma Aldrich Co.

Persulfato amonico (APS) (Sigma)

Reagente para deteccdo de Western Blot (ECL plus): Amersham Life Science,

Pharmacia Biotech

Sacarose: Merck

SDS (dodecil sulfato sddico): Sigma-Aldrich Co.

Solucéo tampéo fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) com Ca?* e

com Mg?*: Invitrogen-Gibco

Solucédo tampéo citrato

Temed (tetrametiletilenodiamina): Sigma-Aldrich Co.

Tris [tris(hidroximetil)laminometano]: Sigma-Aldrich Co.
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e Tris-HCI: Sigma-Aldrich Co.

e Tween 20 (polioxietileno sorbitano 20): Sigma-Aldrich Co.

e Uréia (Sigma)

e Xilazina

Todos os farmacos foram diluidos em &agua destilada e mantidos em

temperatura controlada.
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4. RESULTADOS
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4.1 EXPERIMENTOS REALIZADOS APOS O TRATAMENTO CRONICO COM
80 MG / KG / DIA DE ATORVASTATINA EM RATOS DIABETICOS

4.1.1 Avaliacdo dos valores do peso corporal dos modelos experimentais

As medidas do peso corporal foram avaliadas semanalmente nos animais
que participaram dos experimentos. No inicio do estudo, os quatro grupos de
tratamento apresentavam o peso corporal semelhante (Ct: 248 = 14 g, n = 19; Ct+At:
226 + 12 g, n = 17; Db: 237 + 20 g, n = 33 e Db+At: 235 + 28 g, n = 24; p> 0,05).
Durante as quatro semanas de tratamento os ratos que foram induzidos a diabetes
através da injecdo de 50mg/kg de estreptozotocina tiveram uma reducdo de peso
comparados aos grupos nao diabéticos, e o tratamento com 80mg/kg/dia de
atorvastatina, ndo causou alterag&o significativa no peso desses animais, tampouco
apresentou variagdes significativamente ao ganho de peso corporal nos ratos dos
grupos controle (Ct: 324 + 26 g; Ct + em: 317 £ 30 g; Db: 233 +49 g *e Db + At :

244 £ 61 g *; * p <0,05).
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Figura 5 — Animais induzidos a diabetes sofrem uma perda de peso corporal
progressiva e tratamento com atorvastatina ndo influencia no ganho de peso
corporal tanto de ratos controle ou diabéticos. Comparacdo do peso corporal
(em gramas, g) entre os grupos controle (Ct), controle tratado (Ct+At), diabéticos
(Db) e diabéticos tratados (Db+At), semanalmente, e ao longo das 4 semanas de
tratamento com atorvastatina (80 mg / Kg / dia, gavagem).

4.1.2Avaliacdao dos indices glicémicos antes, ap6és a inducdo com

estreptozotocina e durante o tratamento cronico com atorvastatina.

Antes de iniciar o tratamento com atorvastatina, nos ratos dos grupos
diabéticos foram administrados uma dose Unica de estreptozotocina na veia peniana
com o intuito de induzir a DM, para isso foi avaliado a glicose destes animais antes e
apos a inducado para confirmacgéo. Estes animais entdo exibiram apés a injecao de
estreptozotocina uma hiperglicemia severa que se manteve da primeira até a quarta
semana de tratamento (Tabela 1). O tratamento com atorvastatina 80mg/kg/dia néao
afetou a hiperglicemia em ratos diabéticos tampouco em ratos controle que

permaneceram com a glicose em niveis clinicamente aceitaveis (Tabela 1).
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Ao final da quarta semana, foram realizados testes glicémicos nos quatro

grupos de animais e foi constatado que o tratamento com 80mg/kg/dia de

atorvastatina ndo afetou a curva glicémica nem a resisténcia a insulina destes

animais (Tabelas 2 e 3).

Tabela 1: Niveis de glicose sanguinea nos animais diabéticos e ndo diabéticos
tratados ou nado tratados com 80mg/kg/dia com atorvastatina por quatro

semanas
Controle de Ct Ct+At Db Db+At
glicose (mg /dL) n=19 (mg/dL)n=17 (mg/dL)n=33 (mg /dL) n=14
1 semana 1037 125+ 10 457 £ 95 * 395 +43*
2 semana 106 £ 7 128 +8 445 + 94 * 458 + 89*
3 semana 129+ 10 121 +12 494 + 114* 461 + 108*
4 semana 112 +12 102 + 14 514 + 100* 394 + 147*

Os valores expressos como média + EPM.

* p < 0.05 vs. Controle; ANOVA uma via, pOs-teste de Tukey.
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Tabela 2: Valores referentes ao teste de Curva Glicémica nos animais
diabéticos e ndo diabéticos tratados ou ndo com 80mg/kg/dia de atorvastatina
ap6s quatro semanas de tratamento.

Curva Ct (mg/dL) Ct+At (mg/dL) Db (mg/dL) Db+At(mg/dL)
Glicémica n=4 n=4 n=4 n=4
Basal 110+ 24 88 10 345 + 107* 413 + 41*
30 min 227 + 28 258 + 68 468 + 101* 394 + 19*
60 min 187 + 24 161 +15 429 + 98* 378 + 25*
90 min 145+ 15 126 + 8 444 + 129* 389 + 25*
120 min 116 +14 115+5 399 + 105* 375 + 5*

Os valores expressos como média + EPM.
* p < 0.05 vs. Controle; ANOVA uma via, pos-teste de Tukey.

Tabela 3: Niveis de glicose sanguinea no teste de resisténcia insulinica em
animais diabéticos e ndo diabéticos tratados ou ndo com 80mg/kg/dia de
atorvastatina por quatro semanas.

Teste de Resisténcia Ct (mg/dL) Ct+At (mg/ Db (mg/dL) Db+At (mg/

Insulinica n=5 dL) n=5 n=5 dL) n=5

Basal 112 + 11 123 +8 525 + 86* 420 + 30*
30 min 81+14 8012 491+ 71* 400 + 52*
60 min 78 +17 92+12 437+ 83* 363 + 13*
90 min 7915 799 340+ 66* 316 + 30*
120 min 85+ 10 87 +10 316+ 29* 295 + 37*

Os valores expressos como médiat EPM.
*p < 0.05 vs. Controle — ANOVA uma via, pos-teste de Tukey.
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4.1.3Avaliacdo da resposta contratil a fenilefrina entre os grupos estudados

Para dar inicio aos protocolos de estudo da reatividade vascular, o primeiro
passo foi avaliar a integridade dos componentes da aorta. Para isso foi testado o
componente funcional do muasculo liso vascular, cuja contracdo maxima induzida por
75 mM KCI foi semelhante nos anéis de aorta dos quatro grupos estudados: controle
(2,20 + 0,15 g, n = 18); Controle tratado com atorvastatina (2,41 £ 0,13 g; n = 16);
diabético (2,26 + 0,19 g, n = 31); diabético tratado com atorvastatina (2,43 + 0,16 g,

n = 14); p < 0,05, ANOVA uma-via (Figura 6).

Seguido o teste de integridade do musculo liso, foi realizado o teste do
endotélio, que teve por objetivo avaliar a capacidade do endotélio promover
vasodilatacao frente a 10 uM de acetilcolina apds pré-contracdo com 1 UM de
fenilefrina. Tal pré-contracao com fenilefrina foi similar entre os grupos. E em relacéo
ao relaxamento dependente do endotélio induzido por uma Unica dose de
acetilcolina (10 pM), artérias de ratos que apresentaram a camada endotelial
comprometida, com reducdo do relaxamento diante do teste do endotélio, foram
excluidas. Conforme ja foi descrito, os valores limitrofes para considerar o anel de
aorta integro e, viabilizando a realizacdo dos experimentos, sdo valores de
relaxamento igual ou superior a 85 % em relacdo a contracdo maxima provocada

pela fenilefrina previamente.
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Figura 6 — Tratamento com atorvastatina ndo modificou as respostas de

KCI.

N&o houve diferencas entre os grupos em relacdo a integridade muscular
lisa ao contrair-se diante de 75 mM de KCI (Ct: 2,20 + 0,15 g, n = 18; Ct+At: 2,41 +
0,13 g, n =16; Db: 2,26 + 0,19 g, n = 31; e Db+At: 2,43 + 0,16 g, h = 22, * p> 0,05,

ANOVA uma via).

Quando analisado os efeitos apds quatro semanas de tratamento sobre a
resposta vasoconstritora a fenilefrina na aorta toracica, observou-se que foi maior
nos anéis de aorta de ratos diabéticos do que nos de ratos nao diabéticos,
demonstrado por uma resposta maxima significativamente maior (Emax: CT: 86 £ 5

vs. Db: 132 + 8,2 *, p <0,05 teste t de Student) (Figura 7 A).

Embora o tratamento com atorvastatina ndo tenha modificado a reatividade
vascular a fenilefrina nos grupos controles (Emax: Ct: 86 + 5 vs. Ct+At: 90 £ 5,9, p
<0,05, teste t de Student) (Figura 7 B), nos grupos diabéticos, foi observada que a

resposta maxima a fenilefrina foi significativamente reduzida nos anéis dos animais
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tratados com atorvastatina (Emax: Db: 132 + 8,2 vs Db+At: 112 + 5,8, p <0,05, teste t
de Student) (Figura 7 C).
Portanto, estes dados sugerem que a atorvastatina tem efeito na reducéo da

disfuncédo endotelial nos ratos com DM, como também observado pelos valores na

Tabela 4.
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Figura 7 - Atorvastatina reduz hiperreatividade vascular a fenilefrina.
Curva concentracao-resposta de fenilefrina em anéis de aorta de ratos A) controle
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(Ct) vs. diabéticos (Db); B) controle tratados com atorvastatina (Ct+At) vs. controle; e
C) diabético tratado com atorvastatina (Db+At) vs. diabético.
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Tabela 4 — Valores de pD2 e Emax obtidos das curvas concentracdo-resposta a
fenilefrina (FE, 0,1 nM-0,3 mM) em anéis de aorta de ratos de todos 0s grupos.

Ct Ct+At Db Db+At
Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2

865 6,3+0,2 90+6 6+0,2 132+8* 6,3+0,1 112+6# 6,6+0,1

Valores expressos como média + EPM.
*p<0.05 vs. Ct; #p<0.05 vs. Db; por teste t Student.

4.1.4Modulacéo do endotélio sobre a resposta vasoconstritora da fenilefrina

Para investigar se a DM modifica a influéncia do endotélio na resposta
contrétil a fenilefrina e se o tratamento com atorvastatina causa alguma alteracédo
seja ela positiva ou nao, esta camada foi removida mecanicamente, participando
deste protocolo somente os anéis de aorta que apresentaram relaxamento de menos

de 10 % do teste de integridade endotelial.

Esta remocao endotelial (E-) provocou um aumento da resposta contratil nos
anéis dos animais controle, quando comparada a situacdo com endotélio, porém nao
houve diferencas estatisticas na sensibilidade tampouco na resposta maxima a
vasoconstricdo induzida pela fenilefrina nos anéis do grupo diabético (Figuras 8A e

B).

Quando observamos os anéis do grupo diabético tratado com atorvastatina,
houve uma melhora da modulacéo endotelial reduzida nos ratos diabéticos, como foi

observado através de um aumento da sensibilidade (pD2) (Figura 8C).
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Estes resultados nos levam a sugerir que ha uma modulacdo endotelial
reduzida nos animais com DM, e que o tratamento com atorvastatina melhora esta
modulacdo nos ratos diabéticos, como pode ser visto na pD2 e os valores de Emax

(Tabela 5).
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Figura 8 - O efeito da remocao endotelial na diabetes € diminuido pelo
tratamento com atorvastatina. O efeito da remocdo do endotélio (E-) quando
comparado ao seu respectivo endotélio intacto (Ct, Db, Db+At), nas curvas de
concentragcéo-resposta a felinefrina em aneis de aorta de ratos controle (A), ratos
diabéticos (B) e ratos diabéticos tratados com atorvastatina (C). *p<0.05 vs. Ct;
#p<0.05 vs. Db; por teste t Student.
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Tabela 5 - Valores de pD2 e Rmax Obtidos nas curvas concentragdo-resposta a
fenilefrina (0,1 nM = 0,3 mM) na presenca (E+) e auséncia de endotélio (E-) em
anéis de aorta de ratos de todos o0s grupos.

Ct Db Db+At
Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2

Curva controle 98+10 6,3%0,2 128+10 6,3+0,1 124+6 6,5%0,1
Curva E 162+12* 6,7+0,3 153+12 7,610,6 1455 7,5%0,1#

Valores expressados como média + EPM.
*p<0.05 vs. Curva controle (Ct); #p<0.05 vs. Curva controle (Db+At); teste t Student.

4.1.5Efeito do bloqueio com L-NAME sobre as respostas vasoconstritoras a

fenilefrina

A disfuncdo endotelial é frequentemente associada a uma reducdo da
biodisponibilidade do 6xido nitrico. Sabendo disso, foi utilizado o inibidor ndo seletivo
da sintese de NO, L-NAME, com o intuito de investigar o papel deste na disfuncéo
endotelial causada pela DM, e o efeito que o tratamento com atorvastatina causa
nestes ratos. A curva de concentracdo-resposta a fenilefrina foi deslocada para a
esquerda em todos 0s grupos, caracterizada por um aumento da resposta maxima.
Entretanto, nos animais diabéticos, tratados ou n&o, observou-se também um

aumento da sensibilidade (pD2) nos anéis de aorta (Figuras 9 A e B).

O destaque se da para o tratamento com atorvastatina, que foi suficiente
para aumentar a biodisponibilidade do NO nos ratos diabéticos (Figura 9 C), o qual
pode ser visto pela variagdo (A) da resposta maxima de cada grupo calculada
através das respectivas curvas com L-NAME em comparagdo com ratos controle (A
Emax Ct: 62 + 11; A Emax Db: 51 £ 13; A Emax Db+At: 72 £10*, *P <0,05 vs.Db;

ANOVA uma via, seguido de pos-teste de Tukey).
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Figura 9. Atorvastatina aumenta a influencia do NO na reatividade vascular.
Efeito do L-NAME (100 puM) na curva de concentragdo-resposta a fenilefrina em
anéis de aorta de ratos controle (A), ratos diabéticos (B) e ratos diabéticos tratados
com atorvastatina (C). *p<0.05 vs. Ct; #p<0.05 vs. Db; 8§p<0.05 vs. Db+At; por teste t
Student.
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Tabela 6 — Valores de pD2 e Rmax Obtidos nas curvas concentragcdo-resposta a
fenilefrina (0,1 nM - 0,3 mM) sob o efeito do L-NAME (100 uM) em anéis de aorta
de todos os grupos de ratos.

Ct Db Db+At
Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2

Curva controle 89+11 6,2+0,2 129+13 6,3+0,2 112+9 6,4+0,2
Curva L-NAME 151+11* 6,4+0,3 180+13# 7,1+0,1# 184+128 7,3+0,18

Valores expressos como média + EPM.
*p<0.05 vs. Ct; #p<0.05 vs. Db; §p<0.05 vs. Db+At; teste t Student.

4.1.6 Efeito do blogqueio com indometacina sobre a resposta vasoconstritora a

fenilefrina

Para investigar o papel de prostandides no mecanismo pelo qual o
tratamento com atorvastatina afeta 0 aumento da resposta da fenilefrina encontrado
em ratos diabéticos, incubamos anéis de aorta com o inibidor da via do acido
araquidonico-COX, indometacina. Foi observado que a reatividade vascular a
fenilefrina foi reduzida no grupo diabético em comparacdo com o grupo controle
(Figuras 12A e B). Este resultado sugere que pode haver envolvimento de
prostandides vasoconstritores na hiper-reatividade vascular a fenilefrina em ratos
diabéticos. Como demonstrado na figura 12A, a presenca de indometacina néo
modificou a resposta a fenilefrina no grupo controle, mas foi suficiente para reduzir a
reatividade vascular a fenilefrina no grupo diabético (Figura 12B). Ao analisar o
efeito nos animais tratados com atorvastatina, observamos um efeito preventivo, o
gue sugere que a atorvastatina pode reduzir o envolvimento de prostanodides

vasoconstritores em aorta dos animais diabéticos (Figura 12C). Estes resultados
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podem ser evidenciado pelos dados de sensibilidade pD2 e Emax mostrados na

tabela 7.
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Figura 10 - Atorvastatina diminui a participacdo da via da COX. Efeito da
indometacina (10 puM) na curva concentragdo-resposta a fenilefrina em anéis de

aorta de ratos, A) controle (Ct); B) diabético (Db); e C) diabético tratado com
atorvastatina. *p<0.05 vs. Db; por teste t Student.
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Tabela 7 — Valores de pD2 e Rmax Obtidos nas curvas concentragcdo-resposta a
fenilefrina (0,1 nM - 0,3 mM) em anéis de aorta de ratos incubados com
indometacina (10 uM) em todos os grupos.

Ct Db Db+At
Emax pD2 Emax pD2 Emax pD2
Curva controle  91+7 6+0,2 134+13 6,5+0,4 123+7 6,5+0,1
Indometacina 92+7 6,2+0,2 80+11* 6,2+0,1 101+11 6,8+0,1

Valores expressos como média + EPM.
*p<0.05 vs. DDb; por teste t Student.

4.1.7 Efeito do blogueio com NS398 sobre a resposta vasoconstritora a

fenilefrina

Demonstrada a participacdo de prostandides nos fatores envolvidos na
disfuncdo endotelial presente nos animais diabéticos, houve a necessidade de
esclarecer qual seria a isoforma da COX envolvida. A partir de entdo, anéis de aorta
foram incubados com um inibidor especifico da COX-2, o NS 398 (1 M). Os
resultados na reatividade vascular mostram que ndo houve alteracdo no grupo
controle (Figura 11A), entretanto a resposta maxima a fenilefrina foi reduzida em
segmentos de aorta de ratos diabéticos (Figura 11B). Quando em presenca do
tratamento com atorvastatina, o efeito visualizado nos ratos diabéticos foi impedido
(Figura 11C), o que sugere que a reducdo de prostandides vasoconstritores é
mediada pela COX-2 (Emax: Ct: 101 £ 5 vs Ct (NS398): 85 + 5; Db: 127 + 11 vs Db
(NS398): 91 + 11 * e Db+At: 112 + 12 vs Db+At (NS398): 102 + 8, *p <0,05 vs Db,
pelo teste t Student) (Figuras 11A, B e C). Ao avaliar a expressao protéica da COX-2
houve um aumento no grupo diabético, o que néo foi modificado apds tratamento

com atorvastatina (Figura 11D).
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Figura 11. Atorvastatina reduz a producdo de prostandides vasoconstritores
via ciclooxigenase (COX-2). Efeito do NS398 (1 uM) na curva de concentragao-
resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos A) controle (Ct); B) diabético (Db); e
C) diabético tratado com atorvastatina. *p<0.05 vs. Db; via teste t Student. D)
Expressdo protéica COX-2. #p<0.05 vs. Ct; via ANOVA uma via seguido de pos
teste de Tukey.
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4.1.8 Efeito do blogueio com apocinina sobre a resposta vasoconstritora a

fenilefrina

Para investigar os mecanismos responsaveis pelo ja mencionado aumento
da resposta contratil a fenilefrina em ratos diabéticos quando comparada a resposta
dos ratos controle, foram desenvolvidas curvas concentracdo-resposta a fenilefrina
em anéis de aorta na auséncia (curva controle) ou na presenca de um antioxidante
incubado previamente por 30 minutos, a apocinina (30 uM) um inibidor da NADPH

oxidase.

Muito se discute a respeito da acdo da atorvastatina sobre a NADPH
oxidase, como demonstrado em estudos anteriores (SAN MARTIN et al., 2007) Por
isso utilizamos este antioxidante geral, para determinar o envolvimento do anion
superoxido nas respostas vasoconstritoras dos ratos diabéticos. Os ratos controle
ndo apresentaram participacdo de EROs na resposta contratil a fenilefrina, pois a
apocinina ndo produziu deslocamento da curva concentracao-resposta em relacdo a
curva controle, J4 as aortas de ratos diabéticos demonstraram aumento da producao
de EROs na resposta contratil a fenilefrina, verificada diante do deslocamento da
curva para a direita e este efeito foi abolido nos ratos tratados com atorvastatina
(Emax: Ct: 82 + 8 vs Ct (APO): 82 + 7; Db: 143 + 11 vs Db (APO): 101 £ 12 * e
Db+At: 122 + 7 vs Db+At (APO): 112 + 7,4; * p <0,05 vs. Db, teste t Student)
(Figuras 12A, B e C). Para confirmar esta resposta funcional, avaliamos a expressao
proteica da subunidade NOX1 da NADPH oxidase (Figura 12D), e nas amostras dos
ratos tratados com atorvastatina, foi constatado uma reducdo da expressao proteica
da NOX1, o que sugere que houve uma reducdo do anion superéxido derivado da

NADPH oxidase, em ratos diabéticos tratados com atorvastatina.
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Figura 12. Atorvastatina diminue a contribuicdo de &anion superéxido via
NADPH oxidase para resposta vasoconstritora. Efeito da apocinina (30 uM) na
curva concentracdo-resposta a fenilefrina em anéis de aorta de ratos A) controle
(Ct); B) diabético (Db); e C) diabéticos tratados com atorvastatina. *p<0.05 vs. Db;

por teste t Student. D) Expresséao protéica de NOX1. #p<0.05 vs. Ct; §p<0.05 vs. Db.
Teste ANOVA, uma via, e post teste de Tukey.
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4.1 9Efeitos do tratamento com atorvastatina em ratos diabéticos e nao

diabéticos sobre a producéo vascular de anion superéxido

Para verificar a influéncia do tratamento com atorvastatina por quatro
semanas sobre a producdo vascular de anion superéxido foi utilizada a técnica de
fluorescéncia produzida pela oxidacdo do DHE. Através dessa técnica, foi possivel
constatar que o aumento de anion superoxido observado em anéis de ratos
diabéticos foi reduzido pelo tratamento com atorvastatina, corroborando com os
resultados funcionais encontrados, que mostrou a producdo de anion superoxido
significativamente maior nos anéis de aorta dos animais diabéticos quando
comparado aos animais controle e a reversdo deste quadro quando tratado com

atorvastatina (Figura 13).
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Figura 13. Producdo de anions superoxido in situ € diminuida pela
atorvastatina. Efeito da atorvastatina na producéo do anion superoxido em anéis de
aorta de ratos controle (Ct), diabético (Db) e diabético tratado com atorvastatina
(Db+At). *p<0.05 vs. Ct; #p<0.05 vs. Db, usando ANOVA uma via, seguido de pds
teste de Tukey.
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4.2 SUMARIZACAO DOS RESULTADOS

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo permitem sugerir que 0

tratamento por quatro semanas com 80 mg / kg / dia de atorvastatina:

e nao alterou o peso corporal, tampouco a glicemia de ratos diabéticos ou

controles;

e foi capaz de reduzir a hiper-reatividade vascular a fenilefrina; restaurar a
modulacdo endotelial sobre a resposta vasoconstritora, provavelmente

através da maior liberacdo de NO;

e reduziu a producdo de prostanodides vasoconstritores por COX-2 que se

encontra exacerbada em aortas de ratos diabéticos;

e reduziu a producdo de anion superoxido derivado da NADPH oxidase em
ratos diabéticos, reduzindo também a expressao protéica da subunidade

NOX1 da NADPH oxidase.



107

5 DISCUSSAO
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Os maiores achados em nosso estudo sugerem que o tratamento com altas
doses de atorvastatina melhora a funcdo vascular de ratos diabéticos, e isso pode
estar relacionado tanto com a reducdo do anion superéxido derivado da NADPH
oxidase como dos prostanoides vasoconstritores derivados da COX-2. Ademais, 0
tratamento com atorvastatina ndo promoveu alteracdo significativas nos elevados
niveis de glicemia encontrados no grupo diabético. Portando, os beneficios
vasculares provocados pelo tratamento com atorvastatina, podem ocorrer mesmo

em condi¢des hiperglicémicas.

As estatinas tém muitos efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular,
principalmente por melhorar a funcdo endotelial (TAN et al., 2002; Crespo &
QUIDGLEY, 2015). Isso ocorre por varios mecanismos, incluindo a upregulation da
expressao da eNOS e producdo NO, a reducao do estresse oxidativo e acdes anti-
inflamatorias (ENDRES et al., 1998; WASSMANN et al., 2001; WASSMANN et al.,
2012; LAUFS et al., 1998; LEFER 2002). Portanto, uma vez que um individuo
diabético adquire uma lesdo vascular, a hipétese é de que uma dose elevada de

atorvastatina (80 mg / kg) pode melhorar a funcéo vascular.
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5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA SOBRE OS
PARAMETROS DE PESO E GLICEMICOS NOS RATOS DIABETICOS

Para estudar a DM, utilizamos o modelo experimental com ratos Wistar, no
qual, através de uma dose Unica de estreptozotocina, foi elevada a glicemia do rato
acima de 250 mg/ml. Assim, considerado de forma bem estabelecida na literatura,
um quadro de diabetes (XAVIER et al., 2003). A partir da patologia confirmada, foi
feito um tratamento cronico com atorvastatina por quatro semanas, e,

posteriormente, avaliadas as alteracdes vasculares possiveis presentes.

Ao ser analisado o peso corporal, ndo foi possivel encontrar diferenca entre
0s animais diabéticos e os diabéticos tratados com atorvastatina, porém, quando
comparados aos grupos controle, alteracdes significativas foram destacadas, sendo
os ratos diabéticos de menor peso que 0s ratos controle o que esta de acordo com o
relato de outros autores que descrevem como caracteristica da diabetes do tipo |

nao ter ganho ponderal (CONTRERAS & KING, 1989; ZHANG et al., 1994).

Quanto a glicemia, alguns estudos relatam que o0 uso das estatinas pode
aumentar a glicemia dos pacientes saudaveis, questionando até mesmo a
possibilidade de o tratamento com estatinas induzir a sindrome metabdlica e em
alguns casos até mesmo a diabetes, como por exemplo, os resultados da meta-
analise realizada (Sattar et al., 2014) que mostraram que pessoas que receberam
estatinas apresentaram um risco ligeiramente aumentado de diabetes em
comparacao com aqueles tratados com placebo ou tratamento padréo, este risco

pareceu mais elevado nos pacientes de idade mais avancada.
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Em outro estudo, que avaliou os efeitos de varias estatinas sobre a via dos
transportadores de glicose, somente a atorvastatina, dentre todas as demais
estatinas estudadas, pareceu ter um efeito prejudicial sobre o metabolismo da
glicose através da diminuicdo da maturacdo de adipdcitos por inibicdo da
biossintese de isoprendides, podendo afetar potencialmente o controle da diabetes

tipo 2 (NAKATA et al; 2006).

Entretanto, em nosso estudo o tratamento com atorvastatina ndo afetou a
hiperglicemia predominante e nao controlada, tampouco a curva glicémica nem a
resisténcia a insulina em ratos diabéticos. Sabendo que a hiperglicemia é o principal
fator de risco para o desenvolvimento de disfuncéo endotelial em pacientes com DM,

o fato do tratamento néo afetar estes valores € o primeiro resultado positivo.

A hiperglicemia aguda ou crénica pode causar varias alteracdes na funcéo
vascular, incluindo uma diminuicédo de relaxamento derivado do endotélio (PIEPER &
GROSS 1988, PIEPER, 1999; GUPTE et al.,, 2010), ou um aumento da resposta
contréatil do masculo liso vascular (DAVEL et al, 2000; KONIOR et al., 2014; ABEBE,
HARRIS et al., 1900) e uma predisposicdo para o desenvolvimento de doencas

inflamatérias, ateroscleréticas e tromboéticas (COHEN & TONG, 2010).

Alteracbes decorrentes da disfuncdo endotelial nos processos
hiperglicemiantes sdo multifatoriais e diretamente relacionados ao tempo de
exposicdo (XAVIER et al, 2003). Por isso a necessidade e a busca de
medicamentos que previnam a aterosclerose, uma das principais doencas

cardiovasculares que atingem pacientes diabéticos.
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Mesmo assim, existe ainda nos dias de hoje, muita controvérsia a respeito
dos efeitos benéficos das estatinas sobre a funcdo vascular. Uma linha de
pesquisadores acredita que o tratamento com as estatinas ndo traz beneficios
vasculares, como visto em um estudo feito com pacientes diabéticos tipo 2 com
niveis normais de colesterol, que mostrou que a funcdo endotelial ndo foi restaurada
apos um més de tratamento com 20mg de atorvastatina (TANTIKOSOOM et al.,
2005). Ja em outro estudo, mostrou-se uma piora na funcdo endotelial de pacientes
com diabetes tipo 2 que nao foi restaurada apds um periodo de tratamento de seis
semanas com 40 mg de sinvastatina (VAN DE REE et al, 2001), ou como no estudo
reportado por Ling e colaboradores (2005) que verificaram que o tratamento feito
com 40mg de pravastatina por oito semanas, foi ineficaz na melhoria do relaxamento

endotelial em pacientes com doenca coronaria.

Em contrapartida, existe outra vertente cientifica que acredita que as
estatinas apresentam muitos efeitos benéficos sobre o sistema cardiovascular,
principalmente por melhorar a funcdo endotelial. Um estudo mostrou que pacientes
diabéticos tratados com atorvastatina (10 mg e 20 mg) ndo sé reduziram 0s niveis
de colesterol plasméatico, como a vasodilatacdo dependente do endotélio melhorou
no grupo da atorvastatina comparado com o grupo de placebo (TAN et al.,2002).
Outro estudo, também mostrou beneficios cardiovasculares quando comparou o
tratamento com 10mg de trés das principais estatinas (atorvastatina, sinvastatina e
pravastatina) onde se mostraram igualmente eficazes na melhoria da funcéo
endotelial, na reducdo do tdnus vascular e no remodelamento, independente dos

niveis de colesterol plasmatico, em ratos diabéticos (Crespo & QUIDGLEY 2015).



112

5.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM ATORVASTATINA NA REATIVIDADE
VASCULAR EM RATOS DIABETICOS

No presente estudo observamos que aortas de ratos diabéticos
apresentaram aumento da resposta vasoconstritora induzida por fenilefrina, quando
comparadas aos animais controles, corroborando com os dados de Xavier e
colaboradores (2003) que apresentam um aumento de reatividade em ratos

diabéticos apds quatro semanas de diabetes estabelecida.

Vérios fatores podem levar a essa disfuncdo endotelial encontrada nos ratos
diabéticos. Os possiveis mecanismos relacionados sdo: aumento da inativacdo do
NO por espécies reativas de oxigénio (PIEPER & SIEBENEICH, 1997; XAVIER et
al., 2003), reducdo da NO-sintase endotelial por falta de cofator como a BH4
(PIEPER & SIEBENEICH, 1997), diminuicdo dos substratos L-arginina ou sua
utilizacao incorreta para a sintese do oxido nitrico (PIEPER & SIEBENEICH, 1997),
aumento da PKC pelas células endoteliais (PELLIGRINO et al., 1994), aumento da
atividade da enzima conversora de angiotensina (PIEPER &SIEBENEICH, 2000),

dentre outros.

Ademais, no tratamento com atorvastatina, observamos em nosso trabalho
que o grupo diabético apresentou uma diminui¢do da resposta a fenilefrina quando
comparada com o grupo diabético ndo tratado com atorvastatina. Esses resultados
corroboram com os de Takemoto & Liao (2001) que destacam os efeitos das
estatinas sobre o sistema cardiovascular por uma melhora do relaxamento
dependente do endotélio por mecanismos envolvidos no up-regulation da expresséo

da NO sintase, a reducgéo e progressao da ateroesclerose e efeito anti-hipertensivo.
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Por isso, as estatinas sdo a classe de medicagcdo mais utilizada nos paises
desenvolvidos, principalmente apds a recomendacdo dada pela American Diabetes
Association (ADA) sobre a prescricdo para todos o0s pacientes diabéticos
(Alexandria, 2014). Além de comprometerem a sintese do colesterol através da
inibicdo da sintese de mevalonato, limitando a biossintese do colesterol, seus efeitos
pleiotrépicos a nivel cardiovascular sdo amplamente aceitos. Nomeadamente se
fazem através do aumento da biodisponibilidade do NO derivado da NOS, reduzindo
a morbidade e mortalidade relacionada a alteragcées cardiovasculares em pacientes

com ou sem doenga arterial coronariana (BOUITBIR et al., 2012).

Diante da confirmacéo, decidimos investigar o papel do endotélio na reducao
da resposta a fenilefrina induzida pela atorvastatina nos ratos diabéticos. Para isso,
as experiéncias foram realizadas na presenca e auséncia de endotélio. A remocao
do endotélio levou a um aumento da contracdo induzida pela fenilefrina em ratos
controle, mas néo foi encontrada diferenca nos ratos diabéticos, o que sugere que a
capacidade do endotélio para modular a resposta contrétil induzida pela fenilefrina
pode estar prejudicada nos anéis aorticos isolados de ratos diabéticos. Esses
resultados estdo em concordancia com os de outros pesquisadores que relatam que
a diabetes esta associada a disfuncdo endotelial com o aumento da resposta
vasoconstritora (FOLKOW, 1982: BOHR & WEBB, 1984; LUSCHER &
VANHOUTTE, 1986; INTEGAN & SCHIFFRIN, 2000; MULVANY, 2002; XAVIER et

al., 2003).
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No entanto, 0s nossos resultados sugerem que o tratamento com
atorvastatina pode melhorar a modulacéo endotelial da resposta contratil a fenilefrina
nos ratos diabéticos. Apds a remocao mecanica do endotélio nos animais diabéticos
tratados com atorvastatina, foi verificado um aumento da sensibilidade, sugerindo
que o tratamento melhorou a participacdo endotelial em ratos diabéticos, seja por

um aumento de vasodilatador ou reducao de vasoconstricao.

O NO, que é formado a partir do metabolismo da L-arginina sob a acdo da
enzima NOS, € um dos mais importantes fatores relaxantes derivados do endotélio,
contribuindo com a regulagcdo do ténus vascular (FURCHGOTT & VANHOUTTE,
1989). Portanto quando produzido, o NO é liberado pelo endotélio e se propaga para
as células do musculo liso vascular, levando a diminuigcdo de Ca?* intracelular e
consequente vasodilatagdo (MONCADA & HIGGS, 2006). Porém, em determinados
momentos, a NOS pode sofrer uma diminuicdo da capacidade de formar NO, pois
quando em altas concentracdes de anion superéxido o mesmo reage com o NO,
reduzindo assim sua biodisponibilidade (Xia et al., 1998). Além disso, o
desacoplamento da eNOS leva ao aumento do estresse oxidativo e 0 processo de
producdo de superdxido, corroborando para a diminuicdo da biodisponibilidade de

NO no diabetes (SENA et al., 2014).

Sabemos que a atorvastatina, € um agente redutor de lipidios, entretanto
tem se destacado em um papel importante na angiogénese coronariana. De acordo
com o estudo realizado para avaliar os efeitos da atorvastatina sobre a capacidade
de resposta angiogénica de células endoteliais coronéarias tanto de ratos normais
como de diabéticos, mostrou que tratamento com atorvastatina em baixas doses

causou um aumento significativo sobre a resposta angiogénica induzida
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principalmente pela libertacdo de NO quando comparado ao grupo nao tratado,
concluindo que o tratamento com baixa dose de atorvastatina melhora a resposta
angiogénica através da ativacdo da eNOS, aumentando o fluxo de NO

(CHAUDAGAR & MEHTA, 2014).

Em nosso estudo observamos, que a modulagdo endotelial nos ratos
diabéticos esta prejudicada quando comparados aos ratos controle, podendo ser
devido a reducdo da participacdo do NO naqueles animais. Nossos resultados
sugerem que a atorvastatina melhora a liberagcdo de NO nos ratos diabéticos, isso
pode ser observado quando incubados com o L-NAME (100 uM), onde temos a

reducdo do Rmax mediado pela atorvastatina em anéis de aorta de ratos diabéticos.

Estudo comandado por Mason e colaboradores (2015) verificou em ratos
diabéticos e hipertensos por cinco semanas um alto desacoplamento da eNOS,
estresse oxidativo e disfuncédo endotelial; neste mesmo estudo, o tratamento com
atorvastatina restaurou parcialmente a funcédo endotelial, aumentando os niveis de
NO, e reduzindo perdxido de hidrogénio, efeito este causado por moduladores de
eNOS ou da NADPH oxidase. Desta forma foi possivel confirmar uma melhora da
funcdo endotelial e protecdo vascular por atorvastatina em diabetes e hipertenséo
(MASON et al., 2015). Nossos resultados corroboram parcialmente com o estudo
acima citado, uma vez que encontramos melhora na fungdo endotelial associado ao
aumento da liberacdo de NO e reducédo do estresse oxidativo no tratamento com

atorvastatina.

Ja esta muito bem descrita na literatura que a diabetes também é capaz de

gerar um processo inflamatorio vascular (SHI & VANHOUTTE, 2009; MASSARO et
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al., 2010). Deste modo, foi investigado se o tratamento com atorvastatina seria

capaz de minimizar o processo inflamatério encontrado na diabetes.

Prostandides derivados da COX-2 em niveis aumentados apresentam um
relevante papel nas alteracées vasculares presentes na diabetes (XAVIER et al.,
2003; MASSARO et al., 2010; HADI & SUWAIDI, 2007), muitas vezes ligados a uma
dindmica de troca entre EROs e COX-2 na inflamacgé&o vascular caracteristica deste
processo patologico (MARTINEZ et al., 2013). Isto pode explicar, pelo menos em

parte, o aumento das respostas constritoras a fenilefrina vista em ratos diabéticos.

Assim, para avaliar a participacédo de prostanodides, utilizou-se indometacina,
um inibidor ndo seletivo das ciclo-oxigenases, e NS398, um inibidor especifico da
COX-2. De fato, nossos resultados demonstram a resposta a fenilefrina reduzida
apos as incubacbes, confirmando o que estudos anteriores relataram (SHI Y &
VANHOUTTE, 2008; GALLO et al., 2010; XAVIER et al., 2003), sugerindo que existe
um aumento de prostandides constritores provenientes da via da COX-2 e um
aumento da expressdo protéica de COX-2 nos anéis aorticos isolados de ratos
diabéticos. No entanto, o tratamento com atorvastatina bloqueando a COX-2 sugere
que possa haver o aumento de prostanoides constritores derivados da COX-2 na

aorta de ratos diabéticos.

Embora ndo tenha alterado a expressao protéica da COX-2 em nossos ratos
diabéticos, ja foi demonstrado que a atorvastatina reduz a atividade da COX-2 em

células do endotélio vascular de humanos (MASSARO et al., 2010).

Varios relatos descrevem vias de sinalizacdo e diferentes formas de

estimulos que podem ser responsaveis pela liberacdo de COX-2 e EROs. Autores
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descrevem uma relacdo reciproca entre ambos os mediadores (MARTINEZ-
REVELLES et al.,, 2013). Portanto, podemos caracterizar a propria atividade da
COX-2 como uma fonte de anion superoxido promovendo aumento de atividade da
NADPH, que é uma das principais vias na diabetes, além de alguns prostandides
que podem aumentar a producdo de anion superéxido em artérias de animais

diabéticos (WENZEL et al., 2007).

A NADPH oxidase é a uma das principais fontes de anion superoxido,
levando ao estresse oxidativo no sistema cardiovascular (HARE & STAMLER, 2005).
A familia da NADPH oxidase inclui uma série de isoformas, com NOX1 sendo a
principal isoforma. Ela esta presente na cavéola sarcoplasmatica das células
endoteliais e é ativada primeiramente por tensao de cisalhamento, prostaglandina e

angiotensina Il (KLEIKERS et al., 2012).

Seguindo o raciocinio, observamos em nosso estudo que ratos diabéticos
apresentam importante participacdo de EROs sobre a resposta vasoconstritora a
fenilefrina, sugerindo a presenca de estresse oxidativo vascular nestes animais.
Quando incubamos com apocinina (30 uM), observamos que a inibicdo de anion
superoéxido, via NADPH oxidase, leva a reducdo da vasoconstricdo exacerbada em
ratos diabéticos, bem como a melhora da funcdo vascular, prejudicada nestes

animais.

Corroborando esses achados, observou-se um aumento de producédo de
anion superoxido local e um aumento na expressdo protéica da NOX1 nos ratos

diabéticos. Varios relatérios demonstraram que o aumento do estresse oxidativo em
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ratos diabéticos resulta de um aumento na atividade da NADPH oxidase vascular

(SONTA et al., 2004; BUBOLZ et al., 2005; DAVEL et al., 2011).

Em nosso estudo, confirmamos que a diabetes foi capaz de aumentar a
subunidade da enzima NADPH oxidase NOX1, expressa na aorta. Ademais, a
atividade da NADPH oxidase, constatada pela quimioluminescéncia, foi efetivamente
aumentada pela condicao de diabetes instalada, promovendo aumento da producéo
de anion superoxido. Esses dados nos levam a um entendimento que o aumento da
expressdo génica da subunidade NOX1, como também o aumento da atividade da
enzima NADPH oxidase, resultaram, no aumento da producdo do anion superéxido
em animais diabéticos. Como descrito por Drummond e colaboradores (2011), a
NOX1 esta envolvida na producdo de anion superoxido, corroborando com nossos
achados bioquimicos, em que os animais diabéticos apresentam um aumento de

anion superoxido.

Ao mesmo tempo, as estatinas podem inibir a NADPH oxidase e reduzir a
expressao da proteina NOX1 (WASSMANN et al., 2002; KLENIEWSKA et al., 2012)
contribuindo para os efeitos vasoprotetores das estatinas. De fato, estudos
anteriores demonstraram esta diminuicdo da producdo de EROs pelas estatinas no
DM experimental, principalmente anion superéxido, e que esta estd associada com a
inibicdo da NADPH oxidase (WENZEL et al., 2008; MASON et al., 2015; BRUDER et

al., 2015).

Assim, de acordo com estudos anteriores, 0S Nnossos resultados mostram

gue o tratamento com atorvastatina pode diminuir os efeitos de anion superoxido
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derivado da NADPH oxidase e diminuir a expressao protéica de NOX1, que, por sua

vez, pode reduzir a lesdo vascular no DM (BRUDER et al., 2015).

Outros estudos também discutem que as alteracdes encontradas na
diabetes podem contribuir para a disfuncdo endotelial através do aumento do
estresse oxidativo. Foi demonstrado que a sobrecarga de acucar circulante pode
estimular a producdo de EROs, como anion superoxido e H202 (CHRIST et al., 2002;
MARITIM, SANDERS et al., 2003; SHI & VANHOUTTE, 2009). As EROs geradas a
partir da hiperglicemia s&o provenientes, em grande parte, da NADPH oxidase e da
mitocondria (WENZEL et al., 2007). De acordo com esses dados, foi relatado que
em ratos obesos e diabéticos, ou seja, portadores de vias inflamatérias ativas, é
observado o nivel das EROs levando a reducao da producao e biodisponibilidade de

NO (PEREZ et al., 2011).

O estresse oxidativo € responsavel pelo inicio do processo inflamatério, e
iSso ocorre porque sao eles os principais estimuladores da permeabilidade vascular,
através do aumento de mediadores inflamatérios como prostaglandina (LEE et al.,
2004). Os estagios seguintes da inflamacédo, conhecidos pela adesédo, migracdo e
guimiotaxia das células inflamatérias na vasculatura, também sdo determinados pela

producédo de EROs.

O equilibrio que deve existir entre a geracao e a inativacdo das EROs se faz
necessario para modulacdo da funcao vascular, seja pela acdo direta causada pelo
estresse oxidativo ou pela ativacdo das vias de sinalizacdo intracelulares que séao

capazes de promover a proliferacdo celular, o remodelamento vascular, o
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desenvolvimento de processo inflamatorio e a alteracdo no ténus vascular (SZASK

et al., 2007; WESELER & BAST, 2010; ZINKEVICH & GUTTERMAN, 2011).

Conforme o que ja foi relatado, um grande nimero de autores consideram
que o aumento do estresse oxidativo € um dos mecanismos bem descrito para
explicar a biodisponibilidade de NO reduzida e a disfungcdo endotelial associada,

presentes no DM.

Entretanto, ndo podemos confirmar que a sintese e liberacdo de 6xido nitrico
nao estao efetivamente modificadas, mas sua biodisponibilidade pode estar reduzida
devido ao aumento da formacg&o de anion superoxido no DM (CHRIST et al., 2002),
sendo eles responsaveis pela inativagcdo do 6xido nitrico, e consequentemente a
diminuicdo de sua acdo vasodilatadora, e por fim a potencializacdo do efeito

vasoconstritor (GRYGLEWSKI, PALMER & MONCADA, 1986).

Espécies reativas de oxigénio é como é chamado o grupo formado pelo
anion superoéxido, o H202 e o radical hidroxila (SHI & VANHOUTTE, 2009). Esses
radicais livres sdo capazes de reagir com a grande maioria das moléculas
biolégicas, incluindo lipideos, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e com o
oxido nitrico, com isso eles participam da regulacdo da sinalizacdo, crescimento e
proliferagao celular. Por outro lado, o resultado do excesso de EROs, principalmente
no sistema cardiovascular, séo a injuria celular e a disfungéo endotelial (TANIYAMA
& GRIENDLING, 2003), podendo ainda ser a causadora da inibicdo de outras fontes
vasodilatadoras dependentes do endotélio, como a prostaglandina 12 e o EDHF,
contribuindo para o aumento da resposta vasopressora e consequentemente para a

hipertens&o arterial, subsequente da diabetes (FELETOU & VANHOUTTE, 2006).
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N&o foram observadas quaisquer alteracdes na expressao protéica de COX-
2 em ratos diabéticos tratados com atorvastatina. No entanto, Martinez-Revelles e
colaboradores (2013) demonstraram que os produtos derivados da COX-2 podem
modular a producdo de EROs. Assim, pode-se especular que o tratamento com
atorvastatina promove uma inibicdo da NADPH oxidase, que pode reduzir a geracao
de anion superéxido, a qual pode, em seguida, reduzir o nivel de prostandides

constritores derivados da COX-2 em ratos diabéticos.

Portanto, os nossos resultados mostram que o tratamento com dose elevada
de atorvastatina, independentemente da hiperglicemia, melhora a fungéo vascular
nos anéis adrticos isolados de ratos diabéticos por provavel reducéo de prostandides
constritores derivados de COX-2 e por reduzir o estress oxidativo através da NADPH

oxidase, bem como um possivel aumento de participacdo do NO.
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6 CONCLUSAO
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Em concluséo, os resultados obtidos neste estudo demonstram que a DM
induz alteracdes vasculares apds quatro semanas da doenca estabelecida, na
reatividade vascular a fenilefrina em anéis de aorta toraxica isolados de rato.
Ademas, decorrente da inducdo do estresse oxidativo, a hiperglicemia leva a

disfuncéo endotelial, presente na diabetes.

Nosso estudo também sugere que o tratamento com atorvastatina em alta
dose é capaz de melhorar essa disfuncédo endotelial nos anéis aorticos isolados dos
ratos diabéticos através da reducdo de prostandides constritores derivados da COX-
2 e por inibir a via da NADPH oxidase reduzindo o estresse oxidativo aumentando,

dessa forma, a participagao do NO.
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