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RESUMO

A disfuncdo endotelial € uma condicdo sine qua non ao desenvolvimento da
aterosclerose. Experimentalmente, pode ser demonstrada pelo comprometimento do
relaxamento dependente do endotélio a acetilcolina (ACh), o qual envolve a
sinalizagdo da via o6xido nitrico/GMP ciclico (NO/cGMP). Deste modo, agentes
farmacolégicos que sejam capazes de potencializar a agdo do NO s&o considerados
estratégias promissoras para melhora da fungdo vascular e redugdo da
aterosclerose. Dentre tais agentes, destaca-se o sildenafil, uma vez que inibe a
enzima fosfodiesterase 5 (PDES5), responsavel por degradar o cGMP, o principal
segundo mensageiro do NO. Desta maneira, o objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos vasculares do sildenafil na aterosclerose experimental. Utilizou-se
camundongos machos, das linhagens C57BL/6 (CT) e nocautes para a
apolipoproteina E (apoE"'), 0s quais receberam dieta aterogénica a partir de 8
semanas de vida, durante as 10 semana subsequentes. Os camundongos apoE"'
foram divididos em 2 grupos: animais tratados, que receberam citrato de sildenafil
por via oral durante 3 semanas (40mg/Kg/dia, n=3-10) e veiculos, que receberam
apenas veiculo (n=3-10). Os animais CT foram usados como controles. Ao final do
tratamento, os animais foram eutanasiados e tiveram a aorta toracica removida e
cortada em anéis para estudos de fungao vascular. A fungao vascular foi avaliada
por meio da construcado de curvas concentragdo-resposta a ACh (100 pM — 30 uM)
ou nitroprussiato de sodio (NPS, 10 pM — 30 uM), apds pré-contragdo com fenilefrina
(Phe, 10 yM). Para avaliar a influéncia do NO e das espécies reativas de oxigénio
(ROS) na resposta vasodilatadora, os anéis foram pré-incubados com L-NAME (100
MM) ou apocinina (300 pM), respectivamente. Em um grupo diferente, apds o fim o
tratamento os animais tiveram suas aortas retiradas e processadas para avaliagao
histolégica da deposigéo de placa aterosclerética (coloragdo com Oil Red), produgao
de ROS (marcagdo com dihidroetideo - DHE) e de NO (marcacdo com
diaminofluoresceina - DAF). As respostas vasodilatadoras estdo expressas como
percentual de relaxamento em relacdo ao valor da pré-contragdo. A resposta
maxima (Rmax) € 0 log da dose de droga que provocou metade da resposta maxima
(ECs0) foram calculados. Resultados de bloqueios farmacoldgicos foram expressos
como a diferenga na area abaixo da curva na presenca e auséncia do inibidor

(dAUC). Os resultados estdo expressos como média + EPM. As comparagdes



estatisticas foram feitas por ANOVA, seguida do post hoc de Tuckey. *p<0.05 ou
*5<0.01 vs. CT; #p<0.05 ou *p<0.01 vs. apoE” veiculo; 3p<0,05 ou 3¥p<0,01 vs.
mesmo grupo sem bloqueio. Os animais apoE"' demonstraram marcante disfungao
endotelial (Rmax: 6619,7* e pECso. 6,1+£0,1**) quando comparados aos controles
(Rmax: 87+3,6 e pECso. 7,3£0,1), a qual foi revertida pelo tratamento com sildenafil
(Rmax: 95+3,1% e pECso: 7,240,3%). Tal disfuncdo ndo se deve a reducdo da
sensibilidade do musculo liso vascular ao NO, uma vez que nao foram observadas
diferengas nas respostas ao NPS. O papel do NO na vasodilatagdo a ACh em
animais apoE” estava diminuido (dAUC: 58,3+16,8** vs. CT: 230+10,6) e foi
restabelecido nos animais tratados (233+10,2"). Ainda, a influéncia das ROS na
vasodilatacdo reduzida dos animais apoE™ foi revertida pelo sildenafil (CT Rmax:
84+5,2 e pECs. 7,3+0,2; apoE™ Rnax 101+4,6%% e pECs: 7,3+0,2%: apoE™ sildenafil
Rmax: 9413,7 e pECsy. 7,210,2). A analise da deposi¢cdo de placa aterosclerotica
revelou marcante deposicdo de placa nos apoE™ quando comparados aos animais
CT (37,7+3,4* vs. 0,410,4%) e que houve uma reducdo de aproximadamente 40%
na deposicdo de placa nos animais apoE” tradados com sildenafil (37,7£3,4 vs.
21 ,315,0#). Ainda, observou-se que mesmo 0s animais controle apresentam um nivel
basal de produgéo de espécies reativas de oxigénio (2,25+0,12). Nos animais apoE™
veiculo, houve um aumento do estresse oxidativo (3,47+0,41*), o qual foi revertido
aos niveis do controle pelo tratamento com sildenafil (2,42+0,21%). Os camundongos
aterosclerdticos que receberam veiculo apresentaram redugao da producao de NO
quando comparados aos controles normocolesterolémicos (38+5,2 vs. 17,8+1,2*). O
tratamento cronico com sildenafil foi capaz de reverter completamente este quadro
nos animais aterosclerdticos (17,8+1,2 vs. 38,2+6,8"). Desta maneira, é possivel
concluir que o tratamento com sildenafii melhora a funcdo endotelial na
aterosclerose experimental. Os mecanismos envolvidos nesta resposta né&o
envolvem o incremento da sensibilidade do musculo liso vascular ao NO, mas sim o
restabelecimento do NO na vasodilatacdo dependente do endotélio, provavelmente
devido ao incremento da biodisponibilidade desta molécula por conta do estresse
oxidativo reduzido e do aumento de sua producdo. A melhora na fungcao vascular se
reflete na reducdo da deposi¢cao de placa aterosclerética em aorta.

Palavras-chave: aterosclerose, disfungao endotelial, 6xido nitrico, sildenafil.



ABSTRACT

Endothelial dysfunction is a sine qua non condition to the development of
atherosclerosis. Experimentally, this can be demonstrated by an impaired
endothelium-dependent vasodilator response to acetylcholine (ACh) that involve
nitric oxide (NO). Thus, pharmacological agents that potentiate NO action are
considered promising strategies to improve vascular function and reduce
atherosclerosis. Among these agents, sildenafil appears to be a good option, once it
inhibits phosphodiesterase 5, the enzyme responsible for degrade cGMP, the most
important second messenger of NO. So, the aim of this study was to test if sildenafil
can ameliorates endothelial dysfunction in experimental atherosclerosis. Male wild-
type C57BL/6 (WT) and apolipoprotein E knockout (apoE™) mice, which received
Western-type diet, were used. ApoE™ were divided in two groups: treated animals,
which received orally sildenafil citrate (40 mg/Kg/day, n=3-10), and vehicle animals,
which received vehicle only (n=3-8); WT animals (n=3-10) were used as controls. At
the end of treatment, animals were euthanized and had the thoracic aorta removed.
Rings were mounted for vascular studies. Vascular function was accessed by
concentration-responses curves to cumulative concentrations of ACh (100 pM — 30
MM) or sodium nitroprusside (SNP; 10 pM — 30 uM) , after pre-contraction with
phenylephrine (10 uM). To test the influence of NO and reactive oxygen species
(ROS) in relaxation responses, rings were pre-incubated with L-NAME (100 uM) or
apocynin (300 uM), respectively. In a different set of animals, after the experimental
period, mice had their aorta excised and processed to histological evaluation of
plaque deposition (dye with Oil Red), ROS production (label with dihydroethidium -
DHE) and NO (label with diaminofluorescein - DAF). Responses were expressed as
the percentage of dilation relative to the maximal pre-contraction. The maximum
effect (Rmax) and the log of the dose of agonist that produced half of Rmax (log ECsp)
were calculated. Results of pharmacological blockage were expressed as differences
in the area under the concentration-responses curves (dAUC) with and without
blockage. Values are expressed as means * SEM. Statistical comparisons were
done by ANOVA, followed by Tukey’s post hoc test. Values of *p<0.05 or **p<0.01
vs. WT; #p<0.05 or #p<0.01 vs. apoE™ vehicle and 3p<0.05 or $¥p<0.01 vs. the same
group without blockage were regarded as statistically significant. ApoE™ animals

showed markedly vascular dysfunction (Rmax: 66+9.7* e pECs. 6.1£0.1**) when



compared to WT (Rmax: 87£3.6 e pECsp. 7.3£0.1), which was reversed by sildenafil
treatment (Rmax 95%3.1% e pECso: 7.2+0.3"). This dysfunction was not due to
reduction in vascular smooth muscle sensitivity to NO, once no differences were
found in SNP responses. The role of NO in relaxation of apoE-/- was diminished
(dAUC: 58.3+16.8** vs. WT: 230+10.6) but was restored by sildenafil (233+10.2%).
Also, the influence of ROS in reduced vasodilation of apoE-/- was reversed by
sildenafil (CT Rmax. 84%5.2 e pECsy. 7.3%0.2; apoE” Rmax 101+4.6%% e pECsy:
7.3+0.2%; apoE” sildenafil Rmax: 9443.7 e pECso. 7.2+0.2). Atherosclerotic plaque
evaluation reveled a markedly plaque deposition in aorta of apoE™ when compared
to WT (37.7£3.4** vs. 0.4+£0.4%). There was a reduction of 40% in plaque deposition
in apoE™ mice which received sildenafil (37.7+3.4 vs. 21.3+5.0%). Also, even in
control group, a basal level of ROS production was observed (2.25+0.12). In apoE™
animals there was a increase in oxidative stress (3.47+0.41%), which was restored to
the control levels by sildenafil treatment (2.42+0.21%). Atherosclerotic animals
treated with vehicle showed a reduction in NO production when compared to WT
(38+5.2 vs. 17.8+1.2%). Chronic sildenafil treatment was able to revert this situation
(17.8+1.2 vs. 38.2+6.8%). Thus, sildenafil treatment restores endothelial function in
experimental atherosclerosis. The mechanisms involved in this response do not
involve increase in sensitivity of vascular smooth muscle to NO, but ratter restores
NO role in endothelium-dependent dilation, probably due to increase in bioavailability
of this molecule due to reduced oxidative stress and increased NO production. This
amelioration in endothelial function reflects on reduced atherosclerotic plaque
deposition in aorta.

Key words: atherosclerosis, endothelial dysfunction, nitric oxide, sildenafil.
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1 INTRODUGAO

1.1 Doengas Cardiovasculares

As doencgas cardiovasculares representam um problema internacional de
saude publica e ainda constituem a principal causa de morte no mundo. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude, mais de 30% dos oébitos registradas no ano
de 2008 em todo o mundo foram devidos a diversas formas de eventos
cardiovasculares (WHO, 2011).

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, elevagdes rapidas e
substanciais no numero de mortes por causas cardiovasculares tem sido observadas
nos ultimos 30 anos (SBC, 2007). Estima-se que, em média, 300 mil pessoas
morrem anualmente no Brasil devido a doengas cardiovasculares, o que significa
uma morte a cada 2 minutos (SBC, 2012). As internag¢des por doengas do aparelho
circulatério estdo entre as principais causas de hospitalizagdo por doencgas cronicas
nao transmissiveis e geram alto custo para o sistema de saude brasileiro (figura 1,

MS, 2011).
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Figura 1: Taxa de internagao hospitalar. DCV: Doencas cardiovasculares. (Fonte: MS, 2011).

Grande parte dos Obitos decorrentes de eventos cardiovasculares pode ser
atribuida a aterosclerose e suas complicagdes. A principal delas, infarto agudo do
miocardio, respondeu por 45% das mortes decorrentes de doengas do aparelho
circulatério em 2008 (DATASUS, 2008).

A aterosclerose pode ser definida como um processo crénico, progressivo e
sistémico, caracterizado por uma resposta inflamatéria e fibroproliferativa da parede

arterial, causada por agressdes a sua superficie (Ross 1999; Da Luz e Uint, 2003).
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Uma vez que estudos epidemiologicos fornecem provas irrefutaveis da relagao entre
dieta e aterogénese, a prevengdo de doengas relacionadas ao estilo de vida, como
infarto agudo do miocardio e acidentes vasculares cerebrais surge como uma tarefa

importante e urgente em paises em desenvolvimento (Aoki et al., 2006).

1.2 Fungao Endotelial e Aterosclerose

O endotélio vascular constitui-se de uma camada unica de células, presente
na superficie luminal de todo o sistema vascular (Bryan et al., 2005). Até meados da
década de 80, acreditava-se que o endotélio era tdo somente uma barreira entre o
sangue e os vasos. A partir de estudos publicados por Furchgott, tornou-se claro que
o endotélio é essencial na modulagao do tdnus vascular, atuando de maneira ativa
por meio da regulagdo da liberagdo e metabolismo de mediadores vasoativos
(Furchgott & Zawadzki, 1980; Higashi et al., 2009).

Se todo o endotélio do corpo pudesse ser coletado, seu peso seria igual ao do
figado e sua extensdo equivalente a seis quadras de ténis. Pode-se considerar,
entdo, o endotélio como o maior érgao enddcrino do corpo humano (Higashi et al.,
2009). Ocupando uma posicao estratégica entre o sangue circulante e os tecidos e
apresentando a habilidade de responder a mudangas nos componentes fisicos,
quimicos e humorais do ambiente em que se encontra por meio da producédo de
substancias biologicamente ativas, o endotélio normal modula o ténus do musculo
liso subjacente, mantém a superficie luminal ndo adesiva e medeia a hemostasia, a
proliferagdo celular e processos imunes e inflamatérios na parede vascular (Rubanyi,
1993).

Em resposta a diversos estimulos, as células endoteliais alteram suas
propriedades, visando a manutencdo do equilibrio vascular. Normalmente, as
alteracbes fenotipicas das células sdo transientes e nao comprometem o
reestabelecimento da funcdo endotelial. Contudo, em algumas situagbes
patolégicas, como na aterosclerose, a funcdo endotelial & cronicamente
comprometida, um passo crucial ao estabelecimento da doenga (Ribeiro et al.,
2009).

Dentre as principais moléculas vasodilatadoras produzidas pelo endotélio
podem-se destacar o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina ou prostaglandina I, (PGl,) e
o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (endothelium-derived hyperpolarizing

factor — EDHF), cuja estrutura ainda n&o esta plenamente estabelecida (Bryan et al.,
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2005; Mitchell et al., 2008; Vanhoutte, 2009). Além disso, o endotélio & responsavel
pela producdo de agentes vasoconstrictores (endotelina 1, angiotensina I,
tromboxano A2), antitrombdticos (NO, PGI,, fator de crescimento transformador
beta), protrombéticos (endotelina 1, espécies reativas de oxigénio, tromboxano A2,
fibrinogénio, fator tecidual), antiproliferativos (NO, PGl,, fator de crescimento
transformador beta, sulfato de heparina) e proliferativos (endotelina 1,
angiotensinogénio, espécies reativas de oxigénio, fator de crescimento plaquetario,
fator de crescimento de fibroblasto) (Da Luz e Uint, 2003).

A disfuncéo endotelial pode, dessa maneira, ser definida como o desequilibrio
entre fatores vasodilatadores e fatores constritores, pré6 e anticoagulantes ou
inibidores e promotores de crescimento (Rubanyi, 1993). Considera-se que a injuria
de células endoteliais € uma condi¢cdo sine qua non para aterogénese (De Meyer &
Herman, 1997). Na verdade, o desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas
compreende uma série de respostas celulares e moleculares altamente especificas,
descritas em seu conjunto como uma doencga inflamatéria (Ross, 1999). Devido ao
fato de a hipercolesterolemia estar entre os principais fatores de risco para
aterogénese, a aterosclerose tem sido considerada como o acumulo de grande
quantidade de lipidios na parede arterial. O processo de desenvolvimento da placa
de ateroma, contudo, € muito mais complexo (Ross, 1999).

Conforme o curso do processo aterogénico exemplificado na figura 2,
inicialmente ocorre uma lesdo endotelial, sobretudo em locais onde o fluxo
sanguineo é turbilhonar e favorece o estresse de cisalhamento sobre a parede
arterial (ou shear stress). Ha redugcdo da biodisponibilidade do principal
vasodilatador produzido pelo endotélio (NO), caracterizando a disfungdo endotelial.
O endotélio disfuncional tem sua permeabilidade alterada, o que favorece a
penetracdo de colesterol, principalmente carreado em lipoproteinas de baixa
densidade (low density lipoprotein — LDL) (Da Luz e Uint, 2003).
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Figura 2: Aterogénese. Adaptado de Sanz e Fayad, 2008.

A expressao de moléculas de adesao pelo endotélio é regulada por citocinas
sintetizadas em pequenas concentragdes e cuja producdo € estimulada na vigéncia
de disfungao endotelial (principalmente interleucinas 1, 4 e 6, fator de necrose
tumoral alfa — TNFa e interferon gama — IFNy). Neste caso, ocorre aumento da
expressao de moléculas de adeséo na superficie endotelial, sobretudo molécula de
adesao celular vascular (vascular cell adhesion molecule — VCAM-1), molécula de
adesao intercelular (intercellular adhesion molecule — ICAM-1) e E-selectina. Esse
fendmeno favorece a adesdo e consequente migragao de leucdcitos circulantes
(mais especificamente linfécitos T e macréfagos) para o espago subendotelial (Libby,
2002; Da Luz e Uint, 2003).

Em contato com células responsaveis pela produgao de espécies reativas de
oxigénio (reactive oxigen species - ROS), tais como células endoteliais, macréfagos
e células musculares lisas, as particulas de LDL sdo oxidadas progressivamente e
passam a ser reconhecidas por receptores scavenger na superficie de macréfagos.
Desta maneira, ocorre a fagocitose e acumulo de grandes quantidades de lipidios

por essas células, tornando-as células espumosas (Da Luz e Uint, 2003).
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A reducdo de NO, em consequéncia a disfuncdo endotelial, também esta
relacionada ao favorecimento da proliferagcao celular, por se tratar de um importante
fator antiproliferativo. No curso da aterogénese, ha a migracdo e proliferacdo de
células musculares lisas, as quais produzem matriz extracelular e contribuem para o
aumento da placa e obstrugdo da luz do vaso, podendo acarretar processos
isquémicos. Além disso, a disfungdo endotelial favorece a trombogénese, que pode
gerar émbolos, os quais migram para vasos de menor calibre, levando a isquemia e
infarto tecidual (Da Luz e Uint, 2003).

1.3 Oxido Nitrico

Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram a obrigatoriedade da presencga
do endotélio integro para a promogédo da vasodilatagado induzida por acetilcolina.
Anos depois, identificou-se que esse fator relaxante derivado do endotélio era, na
verdade, o NO (Furchgott, 1999).

O NO é um radical livre, volatil e com tempo de meia vida curto (Wever et al.,
1998), sintetizado a partir da oxidagdo do aminoacido L-arginina a L-citrulina,
catalisada pela enzima o6xido nitrico sintase (nitric oxide synthase — NOS). Essa
enzima apresenta duas isoformas constitutivas: endotelial (eNOS) e neuronal
(nNOS), além de uma isoforma induzivel (iNOS) (Rudolph & Freeman, 2009). A
atividade enzimatica satisfatéria requer a enzima em sua forma dimérica e a
participacdo de co-fatores, tais como calcio, calmodulina, nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) e 5,6,7,8-tetra-hidrobiopterina (BH4) e pode ser
inibida endogenamente por um metabdlito da L-arginina: dimetil arginina assimétrica
(asymmetric dimethyl arginine — ADMA, figura 3) (Forstermann & Sessa, 2012;
Vanhoutte, 2009).
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(Meyrelles et al., 2011).

Assim que ¢é liberado pelo endotélio, o NO difunde-se para o lado luminal do
vaso, onde inibe a adesdo e agregacdo plaquetaria, aumentando a fluidez do
sangue e prevenindo a trombose. O NO também se difunde para a regido
subendotelial, onde induz a dilatacdo do mdusculo liso vascular e inibe o
remodelamento e a proliferagdo de células musculares lisas (Mitchell et al., 2008).

O mecanismo de acgao intracelular do éxido nitrico no musculo liso inclui a
ativagdo da isoforma soluvel da enzima guanilato ciclase (sGC), por meio da
alteracdo conformacional induzida pela formag¢ao do intermediario ferro-nitrosil no
grupamento ferro-heme da enzima (figura 3) (Rudolph & Freeman, 2009). A ativacéo
da sGC induz a produgdo de guanosina monofosfato ciclico (cyclic guanisine
monophosphate — cGMP). O cGMP promove ativagao da proteina kinase G (PKG), o
que leva a reducdo do conteudo intracelular de calcio, com consequente
vasodilatagdo (Moncada & Higgs, 1993). Apesar de estar bem estabelecido que o

incremento de cGMP €& o principal mecanismo de acédo intracelular do NO, em
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algumas situagdes, este também pode promover a abertura de canais de potassio,
levando a vasodilatagdo (Mitchell et al., 2008).

Experimentalmente, a fungdo endotelial pode ser inferida através da resposta
vasodilatadora em vasos ou leitos isolados frente acetilcolina (acetylcholine - ACh)
ou substancias que induzem a liberacdo de NO apdés uma pré-contragao
farmacologica. Diversos estudos demonstraram o prejuizo na biodisponibilidade de
NO em situagdes de disfungcéo endotelial como, por exemplo, a aterosclerose (De
Meyer & Herman, 1997).

A hipercolesterolemia, principal fator de risco ao desenvolvimento de
aterosclerose, constitui-se em uma situagao patolégica na qual a biodisponibilidade
de NO esta diminuida, seja por reducédo de sua sintese devido ao comprometimento
da expressao ou atividade da enzima eNOS (Liao et al., 1995; d’Uscio et al., 2001)
ou pelo incremento da inativagdo do NO pelo anion superoxido (-O2’) (Harrison &
Ohara, 1995; Ohara et al., 1993; Wever et al., 1998).

O metabolismo do celular do oxigénio leva a produgdo de moléculas
altamente instaveis, as espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species -
ROS). Em condigbes fisioldgicas, ha um equilibrio entre a quantidade de ROS
formada e a quantidade metabolizada ou eliminada. Em situagbes patologicas, ha
um desequilibrio entre os sistemas pré e antioxidantes, resultando no fenédmeno
conhecido como estresse oxidativo (Touyz, 2004). Particularmente, o ‘O, pode
reagir com o NO formando peroxinitrito (ONOOQ"), cuja difusibilidade e capacidade de
relaxamento do musculo liso € inferior ao observado para o NO. Desta maneira, em
situacdes de estresse oxidativo, a biodisponibilidade do NO para exercer suas agoes
fica comprometida (Pacher et al., 2007).

Ensaios clinicos demonstraram que, mesmo em voluntarios sadios, a ingestao
de uma refeigao rica em lipidios é suficiente para promover uma disfungcédo endotelial
transitéria (Vogel et al., 1997). Em animais experimentais, foi descrita reducdo da
biodisponibilidade de NO devido tanto ao incremento de sua inativacdo pelo ‘O,
quanto ao comprometimento de sua sintese devido ao aumento de ADMA, inibidor
da enzima NOS (Aoki et al., 2006).

Além de constituir o principal marcador de disfungdo endotelial (o primeiro
passo para a aterogénese), a reducao da biodisponibilidade de NO repercute
diretamente no processo de estabelecimento da lesdo ateromatosa. Evidéncias

indicam que o NO inibe a adesao de mondcitos, agregagao plaquetaria, proliferagcao
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de células musculares lisas e atividade de enzimas oxidantes (Aoki et al., 2006; Li W
et al., 2005; Niebauer et al., 1999; Wever et al., 1998).

1.4 GMP ciclico e Fosfodiesterase

O cGMP regula diversas respostas fisiolégicas, como o tdbnus vascular,
secrecao intestinal e fototransdugao retiniana e exerce seus efeitos por meio da
ativacdo de diferentes efetores, tais como proteinas quinase (PK) mediadas por
cGMP, canais i6nicos dependentes de cGMP e fosfodiesterases (PDEs) (De Melo,
2005). No musculo liso, diversos processos metabdlicos e mecanicos s&do regulados
por cGMP, normalmente de maneira bem rapida, sendo o ténus contratil do musculo
o melhor exemplo de como isso acontece. Mudangas lentas reguladas por esse
mesmo nucleotideo ciclico incluem o controle da proliferagao celular em resposta a
injurias (Rybalkin et al., 2003).

A amplitude e duragao da sinalizagao mediada por cGMP depende da relagéo
entre as taxas de producao e degradacao (Rybalkin et al., 2003). Sua produgao se
da a partir da ativagdo da enzima guanilato ciclase (GC), que converte trifosfato de
guanosina (GTP) em cGMP. Ha duas isoformas de GC presentes em diversos
tecidos: a particulada, ligada a membrana celular e a soluvel (De Melo, 2005).
Somente a forma soluvel é ativada pelo 6xido nitrico, pois possui um dominio heme,
no qual o NO forma o complexo ferro-nitrosil, ativando-a (Rudolph & Freeman,
2009).

A degradagdo do cGMP é dada por enzimas da familia das PDEs, que
compreendem um gama de enzimas que hidrolisam nucleotideos ciclicos, de modo
que sao cruciais na modulagdo da sinalizagao citoplasmatica desses segundo
mensageiros (Raja & Nayak, 2004). Atualmente sabe-se que ha 11 familias de
genes que expressam PDEs em tecidos de mamiferos e que s&o responsaveis pela
sintese de diferentes isoformas de PDEs (PDE1 a PDE11, incluindo subtipos)
(Rybalkin et al., 2003).

A PDES5 é especifica para cGMP e esta presente em grande concentragao em
um numero limitado de tecidos: coragcdo, musculo liso vascular sistémico, corpo
cavernoso do pénis, plaquetas e musculo liso visceral (Glossmann et al., 1999). Em
condicdes basais, € a isoforma mais ativa na hidrélise de cGMP no musculo liso
vascular (Rybalkin et al., 2003), podendo ser considerada como um dos principais

reguladores da resposta muscular a ativagdo da cascata NO/cGMP.
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A importancia fisiologica da PDES na regulagédo do tébnus do musculo liso tem
sido demonstrada em estudos clinicos e experimentais que utilizam inibidores
especificos desta enzima no tratamento da disfungao erétil (Bivalacqua et al., 2009)
e remodelamento vascular (Koyama et al., 2001), embora ainda haja uma caréncia
de estudos que visem elucidar a participacdo da PDE5 em patologias

cardiovasculares.

1.5 Inibidores de Fosfodiesterase

Os inibidores das PDEs elevam os niveis intracelulares de nucleotideos
ciclicos. Devido a diversidade de isoformas e sua distinta distribuicdo pelos tecidos,
inibidores seletivos para diferentes isoenzimas da familia das fosfodiesterases
tornam-se ferramentas farmacoldgicas promissoras. O sildenafil, descoberto em
1989, destaca-se neste panorama por apresentar alta seletividade a PDES5,
responsavel pela degradagdo do cGMP (Glossmann et al., 1999; Raja & Nayak,
2004).

Por meio da inibicdo da hidrélise do cGMP, o sildenafil prolonga sua agéo,
aumentando o relaxamento do musculo liso vascular em resposta a ativagado da
cascata NO/cGMP (Raja & Nayak, 2004; Rybalkin et al., 2003). A vantagem
terapéutica da inibicdo de PDES sobre estratégias que aumentam os niveis de NO é
que a primeira opgao evita os riscos associados ao excesso de Oxido nitrico. Em
altas concentragdes, o NO é citotoxico e atua via mecanismos independentes da
ativacdo da guanilato ciclase, aumentando o estresse oxidativo, o que
potencialmente favorece o desenvolvimento de doengas, como a aterosclerose
(Rizzo et al., 2010; Takaya et al., 2007).

Clinicamente, observou-se que o sildenafil promove dilatagdo de coronarias
epicardicas, melhora a disfungcdo endotelial e inibe ativacdo plaquetaria em
pacientes com doenga arterial coronariana (Halcox et al., 2002). Em pacientes
diabéticos, o tratamento crénico com sildenafil foi capaz de melhorar a funcéo
endotelial e reduzir marcadores de inflamacgao vascular (ICAM, VCAM, IL-6 e

proteina C reativa) (figura 4) (Aversa et al., 2008).
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Figura 4: Efeitos do uso diario de inibidores da PDES5 no endotélio. Adaptado de Aversa et al.
2008.

Em animais experimentais, a inibicdo da PDES5 por meio do uso de sildenafil
promoveu redugdo da peroxidagao lipidica (uma forma tradicional de se avaliar o
estresse oxidativo geral do organismo), além de aumento da capacidade
antioxidante total em ratos diabéticos (Milani et al., 2005). Além disso, inibiu a
formacdo de -O, no corpo cavernoso de ratos hipercolesterolémicos, com
consequente melhora do relaxamento do musculo liso, mesmo na deficiéncia de
producao de NO enddgeno (Shukla et al., 2005).

Por outro lado, demonstrou-se que o ONOO™ pode compensar, em parte, a
reducdo da biodisponibilidade de NO, promovendo relaxamento vascular por meio
da elevagao dos niveis intracelulares de cGMP (Li J et al., 2005). De maneira
bastante interessante, a inibicdo da PDES5 resulta ndo apenas em incremento do
sinal mediado pelo NO residual, mas também na amplificacdo da vasodilatagao
induzida pelo ONOO" (Schéafer et al., 2008).

Nenhum farmaco usado atualmente no quadro de doencgas cardiovasculares
foi originalmente desenvolvido tendo como alvo o tratamento da disfungao endotelial.
Estudos demonstraram que algumas das terapias mais utilizadas (como, por

exemplo, os inibidores de enzima conversora de angiotensina), podem promover
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certo grau de protegcdo ao endotélio (Rubanyi, 1993). Neste ambito, a utilizagcdo de
inibidores da PDE5 surge como uma opg¢ao promissora para tratamento de
disfungcdo endotelial e consequente redugcdo do risco de desenvolvimento de
aterosclerose. Contudo, os efeitos dos inibidores da PDE5 em vasos de grande
calibre (sistema de condutancia), os quais s&o os mais afetados pela aterosclerose,
ainda n&o foram suficientemente investigados, sobretudo em modelos experimentais

de aterosclerose.

1.6 Modelos Experimentais de Disfuncao Endotelial e Aterosclerose

Os lipideos sao transportados no plasma em complexos soluveis
denominados lipoproteinas, que contém um componente proteico importante: as
apolipoproteinas. Os lipideos obtidos na dieta circulam sobre a forma de
quilomicrons (QM) e aqueles sintetizados pelo figado, sob a forma de lipoproteinas
de densidade muito baixa (very low density lipoproteins - VLDL), sendo considerados
particulas ricas em triglicerideos. Sob a acdo da lipase lipoproteica no endotélio
vascular, tais lipoproteinas liberam triglicerideos para os tecidos e sé&o
transformadas, respectivamente, em remanescentes de QM e lipoproteinas de
densidade intermediaria (intermediate density lipoproteins - IDL). Essas particulas
remanescentes sdo internalizadas pelo figado por meio da ligagdo ao receptor de
LDL mediada pela apolipoproteina E (apoE). Os QM e as VLVD podem transferir
parte de seu conteudo de triglicerideos para lipoproteinas de alta densidade (high
density lipoproteins - HDL), em troca de ésteres de colesterol, sob agdo da enzima
CETP (cholesteryl ester transfer protein). Na microvasculatura hepatica, o excesso
de VLDL e IDL pode ser transformado em lipoproteinas de densidade baixa (low
density lipoproteins - LDL), que se ligam ao receptor celular de LDL, iniciando o
processo de depuragao e degradagéo desta particula (Balarini et al., 2012).

Os principais determinantes da variacdo da suscetibilidade interindividual ao
desenvolvimento da aterosclerose envolvem polimorfismos genéticos nos genes que
codificam as apolipoproteinas, uma vez que tais moléculas desempenham papeis
cruciais na modulacdo da concentragdo plasmatica de lipoproteinas e de seu
metabolismo (Davignon et al., 1988).

A apoE é um glicoproteina sintetizada pelo figado, cérebro, rins e outros
tecidos e é o principal ligante de dois tipos de receptores: o receptor de LDL

(também chamado de receptor B/E) e o receptor especifico para apoE, ambos no
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figado (Greenow et al., 2005; Jawien et al., 2004). Além de mediar a depuragéo de
particulas de VLDL e IDL do sangue por meio da ligagédo a receptores hepaticos de
LDL, a apoE esta envolvida em outras fungbes, como o efluxo de colesterol de
macrofagos, prevencdo de agregacao plaquetaria, inibicdo da proliferacdo de
linfocitos T, células endoteliais e musculares lisas e modulagdo da inflamacéao e
respostas imunes (Balarini et al., 2012; Greenow et al., 2005; Zhang et al., 2011).

O gene que codifica a apoE localiza-se no cromossomo 19 e expressa-se em
3 diferentes isoformas (E2, E3 e E4), além de mais de 20 variantes raras. Tais
isoformas variam entre si pela substituicdo de dois aminoacidos, o que se reflete em
profundos efeitos estruturais e funcionais, como sua afinidade de ligac&o ao receptor
de LDL (Davignon et al., 1988).

Durante as duas ultimas décadas, o camundongo se tornou um modelo
experimental importante em estudos de fisiologia e de um numero crescente de
condigbes patofisiologicas, devido ao seu facil manuseio e reprodugdo e a
disponibilidade de linhagens isogénicas (Vasquez et al., 2012). Considerando o
importante papel desempenhado pela apolipoproteina E no metabolismo lipidico e
formagcdo do ateroma, no ano de 1992 dois diferentes grupos de pesquisa
desenvolveram um modelo experimental de camundongo geneticamente modificado
(camundongo apoE knockout - apoE™) , no qual o gene que codifica a apoE foi
inativado em células tronco embrionarias por meio de recombinagcdo homodloga
(Balarini et al., 2012; Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992). Uma vez que a
apoE atua como o ligante que medeia a captacéo de particulas de lipoproteinas via
receptor de LDL, sua auséncia compromete este processo e favorece o acumulo de
tais particulas no plasma, levando a hipercolesterolemia espontanea nestes animais
(Kolovou et al., 2008).

E importante salientar, contudo, que o perfil lipidico de camundongos é
diferente de humanos, os quais transportam a maior parte do colesterol plasmatico
em particulas de LDL. Normalmente, camundongos néao expressao a enzima CETP,
de maneira que o transporte do colesterol plasmatico é feito sobretudo em particulas
de HDL. Contudo, o perfil lipidico plasmatico dos animais apoE”" se assemelha ao
observado em humanos, visto que apresentam um deslocamento das lipoproteinas
plasmaticas de HDL para VLDL, IDL e LDL (Jawien et al.,, 2004; Li et al., 2011)
(figura 5).
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Figura 5: perfil lipidico plasmatico em camundongos normais (quadrados brancos) e
camundongos apoE"' (losangos pretos). Jawien et al., 2004.

O perfil lipoproteico plasmatico de camundongos apoE™ esta sujeito a
variagdes decorrentes da dieta. Sob dieta padrdo para roedores, os animais apoE™
exibem um incremento de aproximadamente 8 vezes no colesterol total, 18 vezes
nas fragbes VDLD + IDL, 14 vezes no LDL e 2 vezes nos triglicerideos, quando
comparados aos animais da linhagem C57BL/6 (animais isogénicos selvagens, isto
€, ndao modificados geneticamente, cuja linhagem serviu de background para o

desenvolvimento de animais apoE™

, sendo considerados seus controles). Quando
alimentados com dietas hiperlipidicas (também conhecidas por dieta Western-type,
por mimetizar a dieta ocidental rica em gordura), observa-se um aumento marcante
na proporgado destas lipoproteinas, com colesterol total atingindo 14 vezes o valor
observado nos animais controle, sobretudo na forma de particulas de VLDL e IDL
(Vasquez et al., 2012).

A andlise do processo aterogénico em camundongos apoE"' revela que a
sequencia de eventos envolvida na formag¢ao da lesdo neste modelo € similar a
observada em modelos de maior porte e humanos (Nakashima et al., 1994). Nestes
animais, a deposicado de placa é observada ao longo de toda a macrovasculatura,
sendo a raiz da aorta, o arco aodrtico, a artéria mesentérica superior e as artérias
renais e pulmonar os principais locais (Vasquez et al., 2012).

Durante bastante tempo, acreditou-se que em modelos murinos de
aterosclerose nao ocorria a ruptura de placa, o que é bastante comum em humanos

e, de fato, € o evento mais preocupante envolvendo a aterosclerose. Entretanto, foi
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demonstrado que em animais apoE”" idosos, as placas localizadas no tronco
braquiocefalico demonstram consistir no paralelo murino das placas vulneraveis
humanas, incluindo a presenga de um nucleo necrético acelular, erosdao da massa
necrotica através do lumen e hemorragia intra-placa (Meir & Leitersdorf, 2004).

Em conjunto, essas observagbes demonstram que o camundongo apoE™
consiste em um excelente modelo experimental para o estudo da aterogénese, da
relacdo entre fatores genéticos e ambientais determinantes da aterosclerose e de
potenciais intervengdes farmacoldgicas ou nao-farmacoldgicas para redugao da

deposigao de placa (Balarini et al., 2012; Meir & Leitersdorf, 2004).
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Figura 6: diagrama que demonstra a relagdo entre dieta, hipercolesterolemia e disfungao
endotelial em camundongos apoE"' em diferentes idades. (Meyrelles et al., 2011)

Conforme demonstrado pela figura 6, que esquematiza a relagao entre a dieta

- em diferentes

e o relaxamento vascular dependente do endotélio em animais apoE
idades, o conceito de que a disfuncdo vascular € um dos eventos preliminares e
mais marcantes da aterogénese nao € completamente embasado por estudos
experimentais em modelos murinos de hipercolesterolemia e aterosclerose
espontanea (Meyrelles et al., 2011). Na verdade, estudos demonstram que anéis de
aorta isolados de animais jovens (entre 6 e 18 semanas de idade) alimentados com
dieta padrao exibem resposta vasodilatadora a ACh normal, quando comparados

aos controles (Fransen et al., 2008; Villeneuve et al., 2003). Por outro lado, quando
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tratados com dieta hiperlipidica, a disfungdo endotelial neste modelo é marcante
(Custodis et al., 2008; Johansson et al., 2005; Wassmann et al., 2004; Wassmann et
al., 2006), de modo que se tornaram modelos ideais para estudos de disfuncéo
endotelial associada a hipercolesterolemia e aterosclerose, semelhante aquela
observada em humanos.

Portanto, mediante o exposto e visto que ha caréncia de dados na literatura,
este estudo pretendeu investigar o seguinte problema: qual o efeito do tratamento
com sildenafil na fungéo vascular de camundongos hipercolesterolémicos? Nossa
hipotese foi de que o tratamento com inibidor da PDES seria capaz de promover a
melhora da fungdo vascular e redugao da placa aterosclerética no modelo murino

knockout para apolipoproteina E tratado com dieta hipercolesterolémica.



Justificativa
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a incidéncia de doengas cardiovasculares tornou-se uma
questdo de saude publica alarmante, estratégias tem sido buscadas para tratar e
minimizar os riscos de morbidade e mortalidade associados a estes eventos. Desta
forma, a base racional para este trabalho € a hipotese que o tratamento com
sildenafil, ao inibir seletivamente a PDES5 e aumentar a disponibilidade de cGMP,
seria capaz de promover efeitos vasculares benéficos na hipercolesterolemia e
aterosclerose.

Devido ao fato de os mecanismos fisiopatolégicos presentes na disfungao
endotelial e aterogénese envolvem a redugdo de biodisponibilidade de NO e o
incremento do estresse oxidativo e de marcadores inflamatérios, associado as
evidéncias de que a inibicdo farmacolégica da PDE5 é capaz de melhorar todos
estes parametros, pode-se considerar o tratamento com sildenafii como uma
estratégia extremamente promissora no combate as doengas cardiovasculares

associadas a hiperlipidemia.



Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento com sildenafil sobre a fungdo vascular de

camundongos apoE™".

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar, em camundongos apoE™, os efeitos do tratamento cronico com

sildenafil sobre os seguintes parametros:

Perfil lipidico plasmatico,

Reatividade vascular (aorta):

resposta vasodilatadora dependente do endotélio in vitro,
resposta vasodilatadora independente do endotélio in vitro,
Papel do NO e do estresse oxidativo na fungéo vascular in vitro,
Deposicao de placa aterosclerdtica,

Producao de ROS e NO in situ.

Integridade do endotélio.



Materiais e Métodos
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Durante o desenvolvimento deste estudo, foram utilizados camundongos (Mus
musculus) isogénicos, machos, das linhagens C57BL/6 (controles, CT) e animais
knockout para apolipoproteina E (apoE”"), com 8 semanas de idade.

Os animais foram mantidos no biotério de pesquisa do Laboratério de
Transgenes e Controle Cardiovascular, do Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Fisiologicas, da Universidade Federal do Espirito Santo. Foram
acondicionados em estantes com circulagéo de ar (Alesco, Sdo Paulo, Brasil), em
um ciclo claro/escuro de 12/12 horas, sob temperatura controlada (22+1°C) e tiveram
acesso a agua e alimentagao ad libtum.

A criacdo, o manuseio e todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com o Guia para Manutencao e Uso de Animais de Laboratorio
do National Institute of Health (NIH) e com as normas estabelecidas pela Comisséo
Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBIO). Os protocolos foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola de Superior
da Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitoria (EMESCAM, protocolo numero
07/2010).

4.2 Grupos Experimentais

Ao atingirem 8 semanas de idade, os animais apoE™ receberam dieta
aterogénica Western Type (Rhoster, Sdo Paulo, Brasil), contendo 41% de calorias
em forma de lipidios e 1,5% de colesterol. Esta dieta foi administrada para acelerar o
processo de desenvolvimento de disfuncdo endotelial e placa de aterosclerose,
durante as 10 semanas subsequentes.

Visando avaliar os efeitos da inibigdo crénica da enzima PDES5 sobre a fungao
vascular e a deposicao de placa aterosclerdtica, os animais apoE"' foram divididos
em 2 subgrupos: o grupo tratado (apoE” sildenafil) recebeu citrato de sildenafil,
obtido por meio da trituragdo de comprimidos de Viagra® (Pfizer, Sdo Paulo, Brasil),
na dose de 40mg/kg/dia por via oral (gavagem), durante as 3 ultimas semanas de
dieta aterogénica. O volume de sildenafil administrado foi ajustado diariamente, de
acordo com o peso dos animais. O grupo veiculo (apoE” veiculo) recebeu veiculo,

em volume aproximadamente igual ao utilizado para tratamento do grupo sildenafil.
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Os animais CT foram submetidos ao mesmo protocolo que os camundongos
apoE™ que receberam veiculo, exceto pela manipulagdo da dieta. O protocolo

experimental pode ser visualizado no esquema a seguir.

|  8semanas T 10 semanas
Rac&o Normal 3 semanas
ou Veicul izaca
Dieta Western Type ;{;g::a?ir Rea(:s:(;ao
(gavagem ) estudos

Figura 7: representagdo esquematica do protocolo de tratamento utilizado.

4.3 Analises Bioquimicas

Amostras de plasma obtidas apos a eutanasia (tiopental 200mg/Kg, i.p.) foram
utilizadas para a dosagem de colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos, utilizando
kits comerciais colorimétricos (Bioclin®, Quibasa, Belo Horizonte, Brasil), de acordo
com as orientacbes do fabricante. As leituras foram executadas em
espectrofotbmetro manual (Biospectro, SP220 Biospectro, Curitiba, Brasil). As
concentragdes de VLDL e IDL foram estimadas pela subtragdo das fracbes de HDL

e LDL do valor de colesterol total plasmatico.

4.4 Estudos de Fungao Vascular

Ao final do periodo experimental, os animais foram eutanasiados e tiveram o
sangue recolhido para analises bioquimicas. Os animais foram, em seguida,
submetidos a toracotomia para a exposicdo do coragdo e aorta, os quais foram
cuidadosamente dissecados do tecido conjuntivo e retirados do animal. As pegas
foram colocadas em placa de Petri, contendo solucdo de Krebs modificada
(concentragdes, em mM: NaCl 115; KCI 4,7; CaCl,.2H,0O 2,5; MgS04.7H,0 1,2;
KH2,PO4 1,2; NaHCO3 25; EDTA 0,1; glicose 11,1), pH 7,4.

A aorta toracica foi limpa do tecido conjuntivo e cortada em 3 ou 4 anéis de
aproximadamente 3 milimetros cada. Em seguida, conforme esquematizado na
figura 8, os anéis foram acoplados, por meio do lumen vascular, a triangulos de ago
inoxidavel de forma a permanecerem paralelos. Entdo, foram acondicionados em
cuba de vidro de 5 mL de volume, contendo a mesma solucdo nutridora de Krebs,
constantemente aerada por mistura carbogénica contendo 95% O, e 5% CO; e

mantida sob temperatura de 37°C com o auxilio de um banho-maria com circulagao
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de agua. Um dos triangulos foi fixado a parede da cuba e o outro acoplado
verticalmente a um transdutor de tens&o isométrica, conectado a um sistema de
aquisicao de dados (MP 100, Biopac Systems, Califérnia, EUA). Desta maneira,
alteragdes no didmetro vascular frente a adigdo de drogas vasoativas eram captadas

enviadas a um computador.

Transdutor Sistema de aquisicdode dados

Pré-amplificagag

Banho-maria com Aquisicao — 4
circulagdo de agua &

(=]

LB B B e e B

Anel

Solugaode Krebs 95% O,
5% CO,

Figura 8: esquematizagéo do sistema para estudo de reatividade de anéis de aorta.

4.4.1 Avaliagao da Viabilidade dos Anéis e Teste do Endotélio

Em seguida a montagem do sistema, os anéis foram gradativamente
submetidos a uma tensdo basal de 0,5 gramas, reajustada quando necessario.
Seguido o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, a viabilidade dos anéis foi
avaliada apés administragao de 125 mM de KCI (figura 9 A), o qual devia gerar uma
contragao por despolarizagdo de, pelo menos, o dobro do valor basal de tensao
(figura 9 B). Em seguida, apds a troca da solug&o nutridora e estabilizagdo de 30
minutos (figura 9 C), a contragdo maxima de cada peca foi avaliada apds adi¢cao
com 125 mM de KCI por 30 minutos (figura 9 D-F).
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Figura 9: representacdo esquematica da avaliagdo da viabilidade dos anéis, construida a
partir de um registro tipico experimental. A: administragdo de 125 mM de KCI, B: troca da solugéo
nutridora quando o valor de tens&o atingiu o dobro do valor basal (aproximadamente 1 grama), C:
estabilizagdo de 30 minutos, D: administragdo de 125 mM de KCI, E: periodo de 30 minutos, até a
contragao maxima (aproximadamente 2 gramas), F: troca da solugdo nutridora.

Assegurada a viabilidade dos anéis, teve seguimento o teste da integridade
do endotélio vascular (figura 10). A cada anel, adicionou-se 10 yM do agonista alfa
adrenérgico fenilefrina (phenylephrine — Phe). Em seguida, o relaxamento vascular
dependente do endotélio foi induzido a partir da adicdo do agonista de receptores
muscarinicos acetilcolina (acetylcholine — ACh). O endotélio foi considerado integro
quando registrou-se um relaxamento igual ou superior a 50% da contragdo induzida
pela Phe. Os anéis que apresentaram relaxamento inferior a 50% foram

descartados.

Troca da
Phe ACh solugéo

059

1 min

Figura 10: representagcdo esquematica da avaliagdo da integridade do endotélio, construida a
partir de um registro tipico experimental. Phe: administragdo de 10 uM de Phe, ACh: administracdo de
10 uM de ACh.
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4.4.2 Protocolos de Reatividade Vascular

Os protocolos de reatividade vascular foram executados por meio da
construgédo de curvas dose-resposta a substancias vasoativas. Neste caso, apds a
estabilizacdao de 30 minutos, os vasos eram submetidos a doses crescentes de
substancias vasoativas, permitindo o registro da variacdo de tensdo em fungao do

tempo (figura 11).

Figura 11: representacdo esquematica de uma curva dose-resposta a substancia
vasodilatadora, construida a partir de um registro tipico experimental. A seta vermelha indica pré-
contricdo (10 uM de Phe) e as setas pretas indicam a administracdo de doses crescente de
substancia vasoativa (no caso, ACh em concentracdes entre 107'% e 3 x 10™° M).

A escolha das drogas utilizadas foi delineada com o objetivo de responder as
principais perguntas no que tange ao comprometimento da fungdo endotelial em
animais hipercolesterolémicos e a esperada melhora da funcdo promovida pelo
tratamento com sildenafil.

Neste caso, a avaliacdo da funcdo endotelial foi realizada por meio da
construcdo de curva de relaxamento dos anéis frente a administracdo de doses
crescentes de ACh (10" a 3 x 10 M), realizada apés pré contracdo com Phe (10
MM, figura 11).

A avaliacdo da participacdo do Oxido nitrico no relaxamento vascular
dependente do endotélio foi realizada por meio da construcido de uma curva de
relaxamento a ACh apds 20 minutos de bloqueio prévio da sintese de 6xido nitrico
pelo inibidor padrdo n&o seletivo da NOS N-G-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME,
100 pM).

Para avaliar o papel do estresse oxidativo no relaxamento vascular

dependente de endotélio, apds a utilizagdo de apocinina, um inibidor da enzima
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NADPH-oxidase e antioxidante (300 ym, 20 minutos), foi construida uma curva de
relaxamento frente a ACh.

A sensibilidade do musculo liso ao éxido nitrico foi avaliada por meio da
construcdo de uma curva de relaxamento frente a concentracdes crescentes do
doador de NO, nitroprussiato de sodio (NPS, 107'° a 3 x 10 M), apds pré-contragdo
com Phe (10 pyM).

ApoOs contragdo a Phe, os anéis foram incubados com o inibidor nao
especifico da isoformas da o6xido nitrico sintase L-NAME (100 pM) durante 20
minutos. A ativagdo basal da cascata NO/cGMP foi inferida pelo incremento
percentual da contragao, apds a adi¢cao de L-NAME.

4.5 Histologia Vascular

A avaliacdo da deposigdo de placa aterosclerdtica foi feita em grupos de
animais diferentes daqueles utilizados para estudos de funcéo vascular. Neste caso,
apo6s eutanasia, os animais foram perfundidos com salina tamponada com fosfato
(phosphate buffered saline — PBS), pH 7,4. Em seguida, foi realizada fixagdo dos
tecidos com paraformaldeido a 4% em PBS pH 7,4. As aortas foram
cuidadosamente retiradas, limpas e armazenadas em fixador até o momento do
processamento histologico. Para a realizagdo dos cortes histolégicos (7 ym de
espessura), as pecas montadas em OCT (Sakura Finetek, Califérnia, EUA) foram
congeladas e cortadas em micrétomo criostato (CM1850, Leica, Nussloch,
Alemanha). Os corte obtidos a partir da raiz da aorta, com foram montados em
laminas gelatinizadas e armazenados em geladeira até o momento da coloragéo por,

no maximo, 1 semana.

4.5.1 Coloragao com QOilRed

A quantificagdo da deposicdo de placa aterosclerética foi feita em corte
corados com o corante de lipidios neutros Oil-Red-O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Apos retirada do OCT com agua, as laminas foram mantidas em contato com
o corante com o lado onde estavam os cortes voltados para baixo, para evitar
precipitagdo, por 10 minutos. O excesso de corante foi lavado com agua corrente e
os cortes foram cobertos por PBS e laminula. A lesao aterosclerética foi quantificada
em fotomicrografias capturadas utilizando-se um microscopio (Olympus AX70,

Olympus, Center Valley, PA, EUA), interfaceado a uma camera digital (VKC150,
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Hitachi, Tokyo, Jap&o) e a analise das imagens foi feita com o sistema de analise
Image J (dominio publico).

A area de deposicao de placa aterosclerética em cada animal foi quantificada
por um investigador cego ao grupo experimental e foi expressa como porcentagem

do lumen vascular ocupada pela placa aterosclerética.

4.5.2 Marcagao com DHE

Para a avaliagado do estresse oxidativo tecidual in situ, cortes de tecido néo
fixados foram mantidos a 37°C e incubados durante 30 minutos em camara umida,
com o corante fluorescente dihidroetidina (DHE, 2 yM) em solugdo de Krebs
contendo HEPES (20 mmol). O corante, na presenga de ‘O, e outras ROS, é
oxidado a etideo, interage com o DNA da célula e emite fluorescéncia vermelha
(Sharikabad et al., 2013).

A intensidade de fluorescéncia foi considerada proporcional ao estresse
oxidativo tecidual e foi quantificada em fotomicrografias capturadas utilizando-se um
microscopio acoplado a camera digital (Nikon Eclipse Tl, Nikon Instruments Inc.,
Melville, NY, USA), por um observador cego aos protocolos experimentais, utilizando

0 programa Image J.

4.5.3 Marcagao com DAF

Para a avaliacdo da producao de 6xido nitrico tecidual in situ, cortes de tecido
ndo fixados foram mantidos a 37°C e incubados durante 30 minutos em cémara
umida, com o corante fluorescente diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2DA,
2 uM) em solugdo de Krebs contendo HEPES (20 mmol). O corante é capaz de
penetrar no citoplasma celular, onde é clivado em 4,5-diaminofluoresceina. Na
presencga de NO, este composto forma o produto triazolico triazolofluoresceina (DAF-
2T), que emite fluorescéncia de cor verde, cuja intensidade € proporcional a
concentracgao intracelular de NO (Schachnik, 2008). A intensidade de fluorescéncia
foi quantificada em fotomicrografias capturadas utilizando-se um microscopio de
fluorescéncia, acoplado a camera digital (Nikon Eclipse Tl, Nikon Instruments Inc.,
Melville, NY, USA), por um observador cego aos protocolos experimentais, utilizando

0 programa Image J.
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4.5.4 Microscopia Eletronica

A realizacdo de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi executada em
fragmentos de aorta cortados longitudinalmente para permitir a visualizagdo do
lumen vascular, lavados brevemente com a mesma solucdo de Krebs utilizada nos
experimentos de reatividade vascular e fixadas com glutaraldeido 2,5%. Em seguida,
as pecas foram pos-fixadas com uma solugdo contendo 1% de tetroxido de ésmio,
3,8% de ferrocianeto de potassio e 2.5mM de CaCl,. Por fim, foram desidratadas em
acetona e secas no ponto critico, cobertas com uma camada de 20 nm de ouro e
observadas em microscopio (Zeiss 940 DSM, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Alemanha) (Dos Santos et al., 2012).

4.6 Analise Estatistica

As respostas vasodilatadoras a ACh e ao NPS foram expressas como a
porcentagem de dilatacdo em relagdo ao nivel maximo de pré-contragdo. Para cada
curva dose-resposta, a resposta maxima (Rmsx) € 0 log da dose de agonista que
produziu metade da Rmax (log ECso) foram calculados por regressdo nao linear
(Prism 5, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). A sensibilidade ao
agonista foi expressa como pECsy (-logECso). Nas curvas em que foi feito bloqueio
farmacologico, alguns resultados estdo expressos como a diferenga entre as areas
abaixo da curva na presencga e auséncia do farmaco inibidor (dAUC), representando
a modulacao do fator bloqueado sobre a resposta observada.

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média. Para
analise estatistica das curvas entre os grupos, foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) de 2 vias para medidas repetidas, seguida pelo post hoc de Tukey. As
comparagoes entre as Rmax, PECsp, dados bioquimicos e histolégicos entre os
grupos foi feita por ANOVA de 1 via, seguida pelo post hoc de Tukey. As
comparagdes intragrupo de Rysx € pECso na presenca e auséncia de bloqueio foram
feitas por teste t. As analises foram realizadas utilizando-se o programa Prism 5
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Um valor de p<0,05 foi considerado

como estatisticamente significante.



Resultados
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5 RESULTADOS
5.1 Perfil lipidico plasmatico e dados ponderais
Os resultados da avaliagao bioquimica do perfil lipidico plasmatico e dos

dados ponderais dos animais estdao demonstrados na tabela 1.

Tabela 1. Perfil lipidico plasmatico e dados ponderais dos animais controle (CT), apoE"‘ veiculo e
apoE"' tradados com sildenafil.

Parametro CT apoE™ apoE™
veiculo sildenafil
Peso inicial (g) 25,6+0,8 25,3+0,8 22,8+0,7
Peso final (g) 25,4+1,3 24,3+0,7 22,5+0,5
Triglicerideos (mg/dL) 6119 241+36* 196+46*
Colesterol plasmatico total (mg/dL)  94+5,2 1308+£145** 13104£223**
LDL (mg/dL) 2316,2 180+29,4** 190+49**
HDL (mg/dL) 58+4,0 15+4,2** 10+0,9**
VLDL e IDL calculado (mg/dL) 2615,2 1115+28** 1111148**

Valores representados como média £+ EPM de 4-10 animais por grupo.
*p<0,05 e **p<0,01 vs. CT

Nao observou-se diferenga significante no peso dos animais antes ou apés o
periodo experimental. Conforme esperado, os animais apoE™ apresentaram perfil
lipoproteico plasmatico diferente dos animais CT, visto que acumulam colesterol
sobretudo sob a forma de particulas de VLDL e IDL, apresentando portanto uma
reducdo de aproximadamente 5 vezes na concentragdo plasmatica de HDL.
Considerando que os camundongos apoE™” receberam dieta aterogénica,
apresentaram um incremento de aproximadamente 3 vezes na concentracido de
triglicerideos, 14 vezes na concentragao de colesterol total, 8 vezes na concentragao
de LDL e 43 vezes na concentracdao de VLDL+IDL quando comparados aos
respectivos controles normocolesterolémicos.

Nao houve influéncia do tratamento com sildenafil sobre o perfil lipoproteico
plasmatico dos animais apoE™. Neste grupo, a distribuicdo e concentragdo de
lipoproteinas plasmaticas € semelhante ao observado nos camundongos apoE"' que

receberam apenas veiculo.
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5.2 Reatividade vascular
Os resultados obtidos para os parametros avaliados nas curvas dose-

resposta (eficacia - Rmax € sensibilidade - pECsp) estdo expressos na tabela 2.

Tabela 2. Efeitos do tratamento com sildenafil na eficacia (Rnsx) € sensibilidade (pECso) a agentes
vasoativos em anéis de aorta isolados de animais controle (CT), apoE"‘ veiculo e apoE"‘ sildenafil.

apoE” apoE”
Parametro CT
veiculo sildenafil
Acetilcolina
Rmax (%) 87+3,6 66+9,7* 95+3,1"
pECso 7,3+0,1 6,1+0,1** 7,240,3%
Acetilcolina + apocinina
Rmax (%) 84+5,2 10124,6% 94+3,7
pECso 7,3+0,2 7,3+0,2% 7,2+0,2
Acetilcolina + L-NAME
Rmax (%) 112,09 18+4,4% 12+2,8%
pECso 8,7+0,5° 8,5+0,2% 7,3+1,1
Nitroprussiato de sédio
Rmax (%) 98+1,3 1062, 1 103+3,5
pECso 7,310,1 7,120,2 7,120,2

Rnax: resposta maxima (eficacia). pECsy: logaritmo negativo da concentragdo necessaria para
produzir 50% da resposta maxima (sensibilidade).
Valores expressos como média + EPM de 3-10 animais por grupo.
*£)<0,05 e **£<0,01 vs. CT
p<0,05e # p<0,01 vs. apoE'/' veiculo
§p<0,05 e §§p<0,01 vs. respectivo controle sem bloqueio

5.2.1 Relaxamento a acetilcolina

A funcdo endotelial foi avaliada por meio da construgdo de curvas de
relaxamento a acetilcolina (ACh) apés pré-contracdo com fenilefrina (Phe). Conforme
representado na figura 12 A e na tabela 2, os camundongos apoE"' que receberam
veiculo apresentaram marcante comprometimento da fung¢do endotelial quando
comparados aos animais controle, conforme demonstrado pelo prejuizo no
relaxamento vascular frente a acetilcolina (redugéao de Rnax e pECsp).

O tratamento crénico com sildenafil durante 3 semanas foi eficiente em
reestabelecer a fungdo endotelial nos camundongos apoE™ tradados, conforme
demonstrado pela figura 12 B e pelos dados fornecidos na tabela 2.
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Figura 12: Representagdo grafica das curvas dose-resposta a acetilcolina. A: curvas
comparativas entre os resultados dos animais controle (CT) e apoE"‘ veiculo. B: comparagéao entre os
animais apoE”‘ tradados com sildenafil e apoE"‘ nao tratados (veiculo). Valores expressos como
média + EPM. *p<0,05 CT vs. apoE'/' veiculo e #p<0,05 apoE'/' veiculo vs. apoE'/' sildenafil.

5.2.2 Papel do 6xido nitrico no relaxamento vascular a acetilcolina

O papel do 6xido nitrico no relaxamento vascular dependente do endotélio
(resposta a ACh) foi avaliado por meio da construgdo de curvas-dose resposta a
acetilcolina, apds bloqueio prévio com L-NAME, um inibidor n&o seletivo da NOS. O
NO pode ser considerando o principal vasodilatador em anéis de aorta, visto que o
bloqueio com L-NAME abole praticamente toda a resposta vasodilatadora em ambos
os grupos (figura 13, tabela 2). Entretanto, a magnitude da influéncia do NO na
resposta a ACh foi diferente, conforme demonstrado pela diferenca na area abaixo
das curvas com e sem bloqueio, em cada um dos grupos estudados (figura 13 D).

O papel do NO na vasodilatagdo induzida por acetilcolina encontrou-se
reduzido em animais apoE"' que receberam veiculo quando comparados aos
camundongos controle, como pode ser visto na figura 12 D, pela redugdo da
diferenga da area abaixo da curva nestes animais (58,3+£16,8** vs. 230+£10,6).

O tratamento com sildenafil foi eficiente em reestabelecer a participagao do
NO na resposta vasodilatadora a ACh em anéis de aorta de animais tratados

(58,3+16,8 vs. 233+10,2%).
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Figura 13: Representacao grafica das curvas dose-resposta a acetilcolina apds inibicdo com
L-NAME. A: curvas comparativas entre os animais controle (CT) na presencga e auséncia de L-NAME.
B: curvas comparativas entre os camundongos apoE veiculo na presenca e auséncia de L-NAME.
C: curvas comparativas entre os animais apoE sildenafil na presenga e auséncia de L-NAME.
Valores expressos como média + EPM. **p<0,01 vs. respectivo controle sem bloqueio. D:
representacao grafica da diferenga entre as areas abaixo da curva (dAUC) na presenga e auséncia
de L-NAME, em cada um dos grupos experimentais. **p<0,01 CT vs. apoE veiculo e

p<0 01 apoE veiculo vs. apoE sildenafil.



52

5.2.3 Papel do estresse oxidativo no relaxamento vascular a acetilcolina

Para a avaliacdo da influéncia do estresse oxidativo no relaxamento vascular
a ACh, os anéis foram previamente incubados com o antioxidante apocinina,
seguindo-se da constru¢ao de curvas dose-resposta frente a administragao de doses
crescentes de acetilcolina.

Conforme demonstrado pela figura 14 B e pela tabela 2, apenas os animais
apoE"' que receberam veiculo apresentam participagdo significante do estresse
oxidativo na resposta a ACh, demonstrada pelo deslocamento significante da curva
na presencga de apocinina em relagdo a curva sem bloqueio. Desta maneira, infere-
se que o tratamento com sildenafil foi eficiente em reduzir o estresse oxidativo
nestes animais, visto que o papel das espécies reativas de oxigénio na
vasodilatagao dos animais tratados € desprezivel (figura 14 C e tabela 2).

Ainda, quando foi feita a comparacéo entre todas as curvas, observou-se que
a apocinina foi capaz de reverter a disfungdo endotelial em camundongos apoE™
que receberam apenas veiculo, demonstrando que esta via é importante no

estabelecimento do prejuizo vascular destes animais.
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Figura 14: Representacao grafica das curvas dose-resposta a acetilcolina apds inibicdo com
apocinina. A: curvas comparativas entre os animais controle (CT) na presenca e auséncia de
apocinina. B: curvas comparativas entre os animais apoE'/' veiculo na presenca e auséncia de
apocinina. C: curvas comparativas entre os animais apoE"' sildenafil na presenca e auséncia de
apocinina. Valores expressos como média £ EPM. **p<0,01 vs. respectivo controle sem bloqueio. D:
agrupamento de todas as curvas, na presenga e auséncia de apocinina. Valores expressos como
média + EPM. *p<0,05 CT vs. apoE"' veiculo.
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5.2.4 Resposta do musculo liso vascular ao 6xido nitrico

Para a avaliagao da resposta do musculo liso vascular ao NO, independente
da participacédo do endotélio, foi construida uma curva de relaxamento ao doador de
NO nitroprussiato de sédio (NPS) apds pré-contragdo com Phe. Os estao
demonstrados na tabela 2 e na figura 15. Como pode ser observado, ndo houve

diferenga na resposta muscular lisa ao NO entre os grupos estudados.
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Figura 15: Representacdo grafica das curvas dose-resposta ao nitroprussiato de sdédio.
Valores expressos como média £ EPM.

5.2.5 Ativacao basal da cascata NO/cGMP

A ativagao basal da cascata NO/cGMP (isto €, independente do estimulo por
acetilcolina) foi avaliada em anéis pré-contraidos com Phe, aos quais foi adicionado
o inibidor ndo especifico da NOS, L-NAME. O incremento percentual de contragao
em relagdo ao valor observado antes da administracdo de L-NAME foi considerado
como o valor basal de ativacao da cascata.

De acordo com o demonstrado na figura 16, os camundongos apoE™
apresentam reducdo da ativacdo basal da cascata, quando comparados aos
respectivos controles normocolesterolémicos (59,4+8,6* vs. 96,6+7,2), a qual foi

completamente restabelecida nos animais tratados com sildenafil (128,6+14,7% vs.

59,418,6).



55

200+
H#
150
1004

50+

Ativacao basal NO/cGMP
(% aumento contragao)

CT apoE”" apoE”"
(8) veiculo sildenafil

(6) (5)

Figura 16: Representacao grafica do incremento da contragéo a fenilefrina ap6s adi¢cao de L-
NAME (ativacdo basal da cascata NO/cGMP). Valores expressos como média + EPM. *p<0,05 CT vs.
apoE™ veiculo e #p<0,01 apoE™ veiculo vs. apoE™ sildenafil.

5.3 Deposicao de placa aterosclerética

A figura 17 representa graficamente os resultados obtidos para a deposigéo
de placa aterosclerética na aorta dos animais estudados. Observa-se que os animais
apoE"' que receberam veiculo apresentam marcante deposicdo de placa quando
comparados aos animais controle (37,7+3,4* vs. 0,410,4%) e que houve uma
reducao de aproximadamente 40% na deposicdo de placa nos animais apoE"'
tradados com sildenafil (37,7+3,4 vs. 21,35,0%). As fotomicrografias abaixo de cada

barra do grafico representam imagens tipicas de cada um dos grupos.
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Figura 17: Representacao grafica da deposicédo de placa aterosclerética na aorta de animais
controle (CT), apoE"' veiculo e apoE"' sildenafil. As imagens abaixo das barras representam fotos
tipicas de cortes histolégicos de aorta corados com Oil-red de cada um dos respectivos grupos
estudados. A barra de escala corresponde a 500um. **p<0,01 CT vs. apoE"' veiculo e #p<0,05 apoE'/'
veiculo vs. apoE™ sildenafil.

5.4 Producao de espécies reativas de oxigénio

A avaliagcado da producgao de espécies reativas de oxigénio foi realizada in situ
por meio da marcagao de cortes histolégicos nao fixados com o corante fluorescente
dihidroetideo (DHE). Observou-se que mesmo 0s animais controle apresentam um
nivel normal de produgdo de espécies reativas de oxigénio (2,25+0,12) (figura18,

barra verde). Nos animais apoE™"

veiculo, houve um aumento do estresse oxidativo
(3,47+£0,41%), o qual foi revertido aos niveis do controle pelo tratamento com

sildenafil (2,42+0,21%).
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Figura 18: Representagao grafica da marcagao com DHE na aorta de animais controle (CT),
apoE"' veiculo e apoE"' sildenafil. As imagens abaixo das barras representam fotos tipicas de cortes
histolégicos de aorta marcados com DHE de cada um dos respectivos grupos estudados. A barra de
escala corresponde a 100um. *p<0,05 CT vs. apoE'/' veiculo e #p<0,05 apoE'/' veiculo vs. apoE"'
sildenafil.

5.5 Producgao de 6xido nitrico

A producao de oxido nitrico foi avaliada, in situ, pela marcagao com 4,5-
diaminofluoresceina, que forma um produto triazélico na presenca de NO e torna-se
fluorescente. Considerou-se que a intensidade de fluorescéncia produzida foi
proporcional ao NO formado.

Conforme demonstrado na figura 19, os camundongos ateroscleréticos que
receberam veiculo apresentaram redugao da producdo de NO quando comparados
aos controles normocolesterolémicos (3845,2 vs. 17,8+1,2*). O tratamento crénico
com sildenafil foi capaz de reverter completamente este quando nos animais

aterosclerdticos (17,8+1,2 vs. 38,2+6,8%).
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Figura 19: Representacao grafica da marcagcdo com DAF na aorta de animais controle (CT),
apoE"' veiculo e apoE"' sildenafil. As imagens abaixo das barras representam fotos tipicas de cortes
histolégicos de aorta marcados com DAF de cada um dos respectivos grupos estudados. A barra de
escala corresponde a 100um. *p<0,05 CT vs. apoE'/' veiculo e #p<0,05 apoE'/' veiculo vs. apoE"'
sildenafil.

5.6 Integridade do endotélio

A integridade endotelial foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura.
A anadlise das fotomicrografias (figura 20) revelaram a superficie endotelial normal
nos camundongos controle, sem adesao de células sanguineas (A e B). No grupo
apoE'/' que recebeu apenas veiculo, observou-se irregularidade na superficie
endotelial, a qual se apresentou descontinua e acidentada, com perda da estrutura
normal e acumulo de células sanguineas e fibrina (C e D). O tratamento dos animais
apoE'/' com sildenafil reverteu parcialmente a irregularidade da superficie endotelial,
embora ainda tenha sido possivel observar a adesao de células sanguineas a

superficie endotelial (E e F).
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Figura 20: Fotomicrografias de microscopia eletrbnica de varredura demonstrando a
superficie endotelial normal em animais CT (A e B). C e D apresentam a superficie endotelial de
animais ateroscleréticos apoE que receberam apenas veiculo. E possivel observar a irregularidade
e descontinuidade do endotélio (estrela) e o acumulo de células sanguineas e fibrina sobre a
superficie endotelial (setas). O tratamento com sildenafil (E e F) foi capaz de reverter parcialmente a
descontinuidade endotelial, embora ainda se observe a adesdo de células sanguineas (setas). A
barra de escala em A, C e E corresponde a50 ymeem B,D e F, a 10um.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo demonstrou-se que a inibicdo cronica da enzima fosfodiesterase
5, obtida pelo tratamento com sildenafil, ao reduzir o estresse oxidativo e aumentar a
ativagdo da via NO/cGMP, foi capaz de melhorar a fungdo endotelial e reduzir a
deposicdo de placa aterosclerdtica em animais experimentais apoE”", mesmo na
auséncia de reducédo de colesterol ou alteragédo do perfil lipoproteico plasmatico.

O incremento do colesterol total plasmatico em aproximadamente 14 vezes é
um achado esperado em camundongos apoE'/' submetidos a dieta aterogénica,
administrada com o objetivo de acelerar o desenvolvimento da disfungéo endotelial e
aterosclerose (Meyrelles et al., 2011). Nestes modelo murino, o colesterol circula
sobretudo na forma de particulas de VLDL e IDL, ao contrario do que se costuma
observar em camundongos (Jawien et al., 2004; Kolovou et al., 2008; Xiangdong et
al., 2011; Plump et al., 1992). Conforme recentemente revisado por nosso grupo, as
lipoproteinas ricas em triglicerideos exogenos (quilomicrons) ou enddgenos (VLDL)
podem transferir parte de seu conteudo de triglicerideos para HDL, em troca de
ésteres de colesterol, sob acdo da enzima CETP. Murinos ndo expressam tal
enzima, de maneira que o colesterol permanece nas particulas de HDL, sendo esta
a principal lipoproteina envolvida em seu transporte plasmatico (Balarini, Gomes,
Vasquez, Meyrelles, & Gava, 2012; Bachorik et al., 2008), conforme observado nos
animais controle (tabela 1). Contudo, em animais nos quais o0 gene que codifica a
apolipoproteina E foi silenciado (apoE™), a depuracdo hepatica de particulas de
VLDL e IDL fica comprometida, visto que depende da ligacdo da apoE ao receptor
hepatico de LDL (Anoop et al., 2010), justificando o perfil lipoproteico plasmatico
alterado neste modelo geneticamente modificado.

Nossos achados estdo de acordo com o que é demonstrado na literatura para
animais apoE” que receberam dieta aterogénica. Plump e colaboradores
demonstraram em 1992, quando o modelo apoE™ foi desenvolvido por seu grupo,
que os animais que receberam dieta Western type apresentaram incremento no
colesterol total e, principalmente, na fracdo VLDL+IDL. Mesmo quando comparados
a animais controle wild type (sem modificagdo genética) que receberam dieta
aterogénica, os niveis de colesterol plasmatico, LDL e triglicerideos de animais
apoE™ foram maiores e observou-se uma reducéo da fracdo de HDL (d’Uscio et al.,
2001a; d’Uscio et al., 2001b; d’Uscio et al., 2002; Gervais et al., 2002).
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Interessantemente, ndo foram observadas alteragcbes do perfil lipoproteico
plasmatico em camundongos apoE™ tratados com sildenafil, quando comparados
aos animais hipercolesterolémicos que receberam apenas veiculo, em acordo com
observagdes anteriores (Dussault et al., 2009), apesar da melhora obtida na fungéo
endotelial e da reducdo da deposicdo de placa aterosclerética. Postula-se que a
disfuncdo endotelial em animais apoE™ esteja relacionada ao conteudo de LDL
oxidado (oxLDL) e n&o a hipercolesterolemia em si. Neste caso, a reducdo do
estresse oxidativo, mesmo na manutencédo de altas concentragdes plasmaticas de
colesterol, seria capaz de promover melhora da fun¢cdo endotelial (Jiang et al.,
2001).

Observou-se marcante disfuncdo endotelial em aorta toracica de animais
apoE'/' que receberam apenas veiculo, conforme demonstrado pelo prejuizo da
vasodilatagdo induzida por acetilcolina (ACh), apos pré-contragcdo com fenilefrina
(Phe) (tabela 2, figura 12 A). Sabe-se que o NO é o principal vasodilatador derivado
do endotélio em artérias de grande calibre em situagdes fisioldgicas, ao contrario de
vasos de resisténcia, nos quais o fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF) parece representar o principal vasodilatador (Luksha et al., 2009). O NO é
uma molécula multifatorial, que exerce diversas agdes potencialmente
antiaterosclerdticas, tais como efeitos anti-inflamatérios, antiplaquetarios e
antioxidantes (Kauser et al., 2000; Meyrelles et al., 2011). Sua biodisponibilidade e
atividade costumam estar comprometidas na disfungdo endotelial. Embora o
entendimento atual do processo de aterogénese considere que a disfungéo
endotelial seja seu evento inicial, estando presente antes mesmo da detecgao de
evidéncias de deposicdo de placa (Aoki et al., 2006; Davignon & Ganz, 2004;
Landmesser et al., 2004), a ocorréncia de tal disfuncdo em vasos de animais apoE"'
ainda € um achado controverso na literatura.

Estudos demonstraram que camundongos apoE™ jovens (entre 16 e 19
semanas), mantidos sob dieta padrdo, ndo apresentaram comprometimento do
relaxamento de aorta toracica frente a ACh ou ao ionéforo de calcio A23187 (Bonthu
et al.,, 1997). Isto &, em animais apenas hipercolesterolémicos, nos quais a
aterosclerose ainda ndo havia se estabelecido, a disfungdo endotelial ndo estava
presente. Foi demonstrado por Fransen e colaboradores que, na auséncia de placa
aterosclerética desenvolvida, anéis de aorta toracica de camundongos apoE™ nzo

apresentavam disfungdo endotelial (comprometimento do relaxamento a ACh),
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embora tenha sido observado um comprometimento da producado basal de NO
(independente do estimulo por ACh), provavelmente devido ao comprometimento da
ativacdo da eNOS pelo calcio ou ao aumento da expressao de caveolina 1 (uma
proteina que exerce efeitos inibitérios sobre a produgdo de NO) (Fransen et al.,
2008).

De maneira bastante interessante, foi demonstrado que animais idosos (18
meses) apresentavam marcante disfungcdo endotelial em aorta toracica, a qual
estava correlacionada a deposicdo de placa aterosclerética (Guns et al., 2008).
Essas evidéncias sugerem que a disfungcdo endotelial neste modelo murino deve
estar relacionada a presenca de aterosclerose. Deste modo, a utilizacdo de dieta
aterogénica, capaz de acelerar o processo aterosclerético, leva a um quadro de
disfungdo endotelial. Tal dieta também é conhecida como "Western-type" (dieta
ocidental), por mimetizar o padrdo ocidental de alimentagdo, no qual se observa
ingestao de excesso de gordura e calorias.

No presente estudo, constatou-se a ocorréncia de disfungdo endotelial em
aorta de camundongos apoE"' que receberam dieta aterogénica, em acordo com o
que foi demonstrado por outros autores (d’Uscio et al., 2001a; Wassmann et al.,
2006). Tal disfuncdo esta relacionada a uma menor participagdo da cascata
NO/cGMP na resposta vasodilatadora a ACh, conforme demonstrado pela menor
diferenca na area abaixo da curva quando foi feito bloqueio prévio com L-NAME
(figura 13). Considerando que o NO é o principal vasodilatador dependente do
endotélio em vasos de condutancia (Luksha et al., 2009), era de se esperar que o
tratamento das pecas com L-NAME praticamente abolisse toda a resposta
vasodilatadora a ACh. Contudo, o papel desempenhado pela via NO/cGMP em cada
um dos grupos s6 pode ser comparado pela avaliagdo da diferenga da area abaixo
das curvas com e sem bloqueio.

Em adicdo, observou-se reducao da ativagao basal da cascata NO/cGMP em
animais ateroscleroéticos, representada pela reducdo do incremento de contracédo a
Phe em anéis de aorta obtidos de camundongos apoE™ tratados com veiculo, nos
quais foi realizado bloqueio com L-NAME. Este achado esta em acordo com
observacoes prévias feitas por Kauser e colaboradores. Em seu estudo, os autores
observaram redugao do incremento de contragdo ao analogo de tromboxano U-
46619 em anéis de animais apoE™", apés bloqueio com NC-nitro-L-arginina (L-NNA),

um inibidor da sintese de NO. Os autores postulam que o aumento da contracéo
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mediada por L-NNA é referida como producdo basal de NO, visto que reflete a
quantidade de NO constitutivamente disponivel para modular a contragdo do
musculo liso. Por outro lado, o relaxamento a ACh é referido como produgao
endotelial de NO estimulada e reflete o NO produzido em resposta a ativagdo do
influxo de calcio para o interior da célula endotelial, mediado por receptor (Kauser et
al., 2000). Fransen e colaboradores também observaram reducdo da
biodisponibilidade basal de NO em aorta de animais apoE"' submetidos a dieta
normal, embora ndo tenham observado prejuizo na vasodilatagao a ACh (Fransen et
al., 2008).

No presente estudo, pelo fato de ter sido utilizada uma droga que inibe a
enzima PDES5 e, portanto, a degradacdo do cGMP, o uso da expressao "produgao
basal de NO" para se referir aos resultados de contragdo ao L-NAME talvez nao seja
adequado quando diz respeito aos animais tratados, pois se deve considerar a
hipotese de que a produgdo de NO seja a mesma em ambos 0s grupos, embora a
eficiéncia de ativagdo da cascata NO/cGMP esteja aumentada nos animais que
receberam sildenafil. Por isso, a expressao "ativagdo da cascata NO/cGMP" (ou
similar) foi utilizada para se referir ao incremento de contragdo a Phe apos bloqueio
com L-NAME. A producdo de NO propriamente dita foi avaliada por meio da
utilizacdo de DAF, o qual torna-se fluorescente na presenga de NO. Neste caso
pode-se afirmar que os resultados obtidos devem-se a alteragbes da producéo de
NO e n&o apenas ao incremento do conteudo de cGMP produzido pela inibigdo da
PDES.

Em animais aterosclerdticos, observou-se tanto o comprometimento da
producao de NO (figura 19) quanto da ativagado basal da cascata NO/cGMP (figura
16) e da producdo de NO/cGMP ativada por ACh (figura 12). Ja foi demonstrado
que, apesar de apresentarem expressao normal da eNOS, a atividade desta enzima
encontrou-se reduzida em animais apoE™ (d’Uscio et al., 2001a). Em outro estudo,
observou-se aumento da expressao da isoforma induzivel da NOS (iNOS) em aortas
de camundongos apoE'/', provavelmente para contrabalancgar os efeitos deletérios da
reducdo da expressdo de enzimas antioxidantes e o consequente aumento do
estresse oxidativo nestes animais (Villeneuve et al., 2003). Ainda, sugere-se que,
mesmo na presenca de expressdo normal de eNOS, a sinalizacdo intracelular
mediado pelo ion calcio pode estar comprometida em animais hipercolesterolémicos,

justificando o comprometimento na produgdo de NO (Fransen et al., 2008). O
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comprometimento da funcionalidade da eNOS é, provavelmente, o responsavel pela
reduzida produgdo de NO observada em aorta de camundongos apoE™ que
receberam apenas veiculo, conforme demonstrado in situ pela marcagdo com DAF
(figura 19). Este mesmo achado foi demonstrado em corpo cavernoso de machos
apoE™ submetidos a dieta hiperlipidica durante 7 semanas (Baumhakel et al., 2008).

Conforme mencionado, o ‘O, € um dos principais radicais livres presentes em
situagdes de estresse oxidativo e reage espontanea e rapidamente com NO para
formar ONOOQO", um poderoso agente oxidante (Pacher et al., 2007). A reagao do -Oy
com o NO é mais rapida que aquela que ocorre entre o ‘O, e a superdxido
dismutase (SOD, enzima responsavel pela conversdao do ‘O, em peroxido de
hidrogénio, o qual posteriormente € convertido em agua e oxigénio pela agdo da
enzima catalase), comprometendo a biodisponibilidade de NO e, consequentemente,
a fungéo endotelial (d’'Uscio et al., 2001a). Desta maneira, considera-se que um dos
principais mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial em animais apoE” é o
estresse oxidativo, com o consequente comprometimento da biodisponibilidade de
NO e a reducgao da ativacao da cascata NO/cGMP que costuma estar associada.

Segundo Jiang e colaboradores, a disfungao endotelial observada em animais
apoE™ deve-se a agdo do oxLDL. Por este motivo, a disfungdo nestes animais foi
observada pelos autores apenas na aorta abdominal, e ndo na toracica: segundo os
mesmos, 0 segmento abdominal esta sujeito a maior estresse oxidativo que o
toracico, justificando a maior oxidacdo de LDL e consequente piora na fungéo
endotelial (Jiang et al., 2001). Apesar de nao observar alteragdo da resposta a ACh
em animais submetidos a dieta normal, Yaghoubi relatou o comprometimento do
relaxamento a ACh naqueles que receberam dieta rica em colesterol. Neste grupo,
houve aumento da produgdo de ‘O, assim como redugdao da atividade da SOD
(Yaghoubi et al., 2000).

Os achados que relatam incremento de estresse oxidativo em animais apoE™
estao de acordo com o que foi observado neste trabalho. Quando o bloqueio com
apocinina - um antioxidante e inibidor da NADPH oxidase (uma das principais fontes
de radicais livres dentro das células) - foi feito antes da realizagdo das curvas de
relaxamento, observou-se que a resposta vasodilatadora a ACh dos anéis de
camundongos apoE'/' era normalizada, com melhora da resposta maxima e da
sensibilidade em relagdo a auséncia de bloqueio (figura 14, tabela 2). Nos animais

controle, nao houve diferenca na resposta vasodilatadora na preseng¢a ou auséncia
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de apocinina, sugerindo que neste grupo o estresse oxidativo ndo tenha papel de
grande importancia na vasodilatagdo. Deste resultado, infere-se que o estresse
oxidativo na aorta dos animais apoE'/' que receberam dieta aterogénica é
responsavel, ao menos em parte, pela disfungdo endotelial observada neste grupo,
uma vez que quando € bloqueado farmacologicamente, a fungdo do endotélio é
normalizada.

Foi demonstrado por Shukla e colaboradores que coelhos
hipercolesterolémicos apresentavam aumento da producdo de ‘O, em corpo
cavernoso, o qual foi revertido pelo tratamento das pegas com inibidores da NADPH
oxidase, sugerindo que, neste modelo, esta enzima €& a principal fonte de ROS
(Shukla et al., 2005). De maneira similar ao que observamos em nosso estudo, os
autores relatam melhora do relaxamento do tecido cavernoso ao carbacol (um
analogo da ACh) quando as pegas foram previamente incubadas com inibidores da
NADPH oxidase, corroborando a teoria de que o estresse oxidativo € uma das
causas da disfungéo endotelial na presenga de hipercolesterolemia.

Em camundongos, a administragdao de dieta rica em colesterol promoveu
aumento dos niveis de marcadores de estresse oxidativo em aorta, os quais foram
normalizados nos animais hipercolesterolémicos que receberam apocinina
(Matsumoto et al., 2006). Em animais apoE”, demonstrou-se marcante disfungdo
endotelial em arteriolas cerebrais, a qual foi revertida pelo tratamento com tempol
(um mimético da SOD) ou apocinina (Kitayama et al., 2007). O mesmo perfil foi
observado em artérias cardtidas neste modelo murino, sem alteracdo da
vasodilatagdo dependente do endotélio nos camundongos controle (d’Uscio et al.,
2001b).

Mais recentemente, foi descrito que a disfuncdo endotelial em aorta de
animais apoE™ estava associada ao incremento do estresse oxidativo e do contetido
de oxLDL na placa aterosclerdtica (Chen et al., 2010), confirmando a relagdo entre
disfuncdo endotelial, estresse oxidativo e aterosclerose. Estes resultados
corroboram a teoria de que estratégias para a prevengdo de eventos
cardiovasculares associados a aterosclerose devem focar na melhora do balango
entre NO/-Oy’, ao invés de objetivar simplesmente o aumento da produgdo de NO
(Wever et al., 1998).

Conforme recentemente revisado, a NADPH oxidase n&o é a unica fonte de

ROS durante o estabelecimento da disfungdo endotelial. Na auséncia de
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quantidades adequadas de cofatores, na presenca de excesso de inibidores
enddgenos e sob a agao de radicais livres, a eNOS pode passar a produzir ROS em
maior quantidade que NO (figura 20) (Meyrelles et al., 2011). Neste caso, diz-se que
a enzima encontra-se desacoplada, uma alusdo ao fato de que sua ativacéo
depende do acoplamento entre a ativacdo de receptores ligados a proteina G e o
incremento de Ca?* no interior da célula endotelial (Wever et al., 1998). Sob outra
perspectiva, pode-se afirmar que, nesta situagcdo, a redugdo do oxigénio torna-se
desacoplada da oxidagdo de L-arginina que gera NO nos dominios cataliticos da

enzima (Forstermann & Sessa, 2012; Takaya et al., 2007).
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Figura 21: mecanismos intracelulares envolvendo o desacoplamento da eNOS que levam a
producdo de espécies reativas de oxigénio. Abreviagdes: AA: &cido araquidénico, Cox:
ciclooxigenase, Lox: lipoxigenase, EET: acido epoxieicosatrienoico, CRP: proteina C reativa, Ang II:
angiotensina Il, AT1R: receptor de angiotensina tipo 1, AC: adenilato ciclase, cAMP: adenosina
monofosfato ciclica (as demais foram citadas ao longo do texto). Adaptado de Meyrelles et al., 2011.

Durante o desacoplamento, além da reducéo da producédo de NO, observa-se
o incremento da producao de ROS, sobretudo anions superoxido. Tal situagao torna-
se ainda mais preocupante quando se tem em mente a reacdo entre estas duas
moléculas, formando peroxinitrito. Deste modo, o desacoplamento da eNOS surge
como um outro potencial mecanismo envolvido na disfungdo endotelial em

camundongos apoE™

. Demonstrou-se que, neste modelo, a superexpressao da
eNOS no endotélio vascular levou ao aumento da producdo de ROS e reducio da
producdo de NO devido a reduzida disponibilidade de BH;, que leva ao
desacoplamento da eNOS (Fdrstermann & Sessa, 2012; Ozaki et al., 2002).
Experimentalmente, o desacoplamento da eNOS pode ser demonstrado pela relagéo
entre a expressdo de dimeros e mondémeros da enzima. Foi constatado que o

-

modelo apoE™ apresentou relagdo dimeros/monémeros reduzida (Ponnuswamy et
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al., 2012), confirmando a participagao do desacoplamento da eNOS como fonte de
ROS e sua corresponsabilidade na disfungdo endotelial. Além disso, ja foi
demonstrado que, em camundongos apoE™, ha reducdo da fosforilagdo da eNOS no
residuo de serina 1179, um importante marcador da ativagédo da enzima (Yamashiro
et al., 2010).

Os resultados obtidos no presente estudo para a avaliacdo do estresse
oxidativo in vitro foram confirmados por achados in situ. A analise histologica da
aorta dos animais revelou que, no grupo apoE"' que recebeu veiculo, a marcagao
fluorescente com DHE é mais intensa que nos animais controle
normocolesterolémicos, sugerindo maior produgcdo de ROS e confirmando os
resultados obtidos nas curvas de relaxamento na presenca de apocinina. Outros
trabalhos também apontam aumento da marcagdo com DHE em aorta de animais
apoE™ (Vinh et al., 2008). O estresse oxidativo foi reduzido em animais nos quais a
degradagao de um inibidor endogeno da eNOS foi aumentada, confirmando que o
desacoplamento da eNOS é fonte importante de radicais livres (Jacobi et al., 2010).
Além disso, o tratamento de cortes de aorta com um mimético da SOD foi capaz de
reduzir a marcagdo com DHE em animais ateroscleroticos, sugerindo que a redugao
da capacidade antioxidante pode estar envolvida no estresse oxidativo observado e
que o aumento da captagcdo de anions superoxido pode ser uma boa estratégia
antioxidante nestes animais (d’Uscio et al., 2001a).

Outro importante marcador de estresse oxidativo in situ é a nitrotirosina, a
qual é formada pelo efeito de nitragdo do peroxinitrito sobre residuos de tirosina em
proteinas celulares, servindo como uma "“impressao digital® da presenga do
peroxinitrito (Hsiai & Berliner, 2007; Korkmaz et al.,, 2009). A marcacao para
nitrotirosina foi confirmada na presengca de aterosclerose (Pacher et al., 2007),
reafirmando a ocorréncia de um comprometimento na biodisponibilidade de NO
provocada pelo excesso de ‘O;," e o consequente prejuizo da fungéo endotelial.

Alguns estudos sugerem que a reducdo da sensibilidade do musculo liso
vascular ao oxido nitrico também pode estar envolvida no comprometimento da
resposta vasodilatadora em animais apoE™". A construcéo de curvas de relaxamento
ao doador de NO nitroprussiato de sédio (NPS) permite a avaliagdo desta resposta
in vitro. Embora alguns trabalhos relatem reduc&o da sensibilidade do musculo liso
vascular dos camundongos apoE™ a doadores de NO (d’Uscio et al., 2001a; d’Uscio

et al., 2002), ja foi demonstrado por nosso grupo em leito arteriolar mesentérico
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(Arruda et al., 2005) e pelo presente trabalho e por outros autores em aorta
(Baumhakel et al., 2008; Chen et al., 2010; Custodis et al., 2008; Jacobi et al., 2010;
Vinh et al., 2008; Wassmann et al., 2006; Yaghoubi et al., 2000) que n&o ha
diferenga na resposta vasodilatadora a doadores de NO em animais apoE"' quando
comparados aos animais controle, demonstrando a preservagao da sensibilidade do
musculo liso ao 6xido nitrico. Provavelmente esta diferenca seja devida aos
diferentes tempos de administracdo de dieta aterogénica entre os estudos. Naqueles
que, assim como este, nao observaram diferengas, os animais foram alimentados
com dieta aterogénica durante aproximadamente 8 semanas, contra cerca de 30
semanas nos estudos de d'Uscio e colaboradores.

Conforme mencionado anteriormente, aterosclerose € um evento inflamatério
que culmina com a deposig¢ao lipidica no espaco subendotelial, comprometendo o
lumen vascular e que tem como fatores de risco a hipercolesterolemia e a disfungao
endotelial (Libby et al., 2010; Libby et al., 2011; Libby, 2002; Packard & Libby, 2008;
Ross, 1999). Desta maneira, intuitivamente, ja € esperada a consideravel deposig¢ao
de placa aterosclerética na aorta de camundongos apoE'/' submetidos a dieta
hiperlipidica. Nestes animais, a analise histolégica de cortes corados com Oil-red
revelou um comprometimento importante da luz vascular quando comparados aos
controles normocolesterolémicos (aproximadamente 38% do lumen).

A deposicdo de placa aterosclerética nos animais apoE'/' foi bem descrita na
literatura desde o desenvolvimento simultadneo deste modelo murino por dois grupos
de pesquisa independentes (Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992). Desde
entdo, estes camundongos vem sendo utilizados com sucesso como modelos
experimentais de aterosclerose similar a humana e sao considerados boas
ferramentas experimentais para a avaliacdo de novas terapias antiateroscleréticas
(Vasquez et al.,, 2012). O comprometimento da fungdo endotelial neste modelo é
acompanhado pela alteracdo de estrutura do endotélio, revelada pela MET, assim
como foi observado anteriormente (Foteinos et al., 2008; Reddick et al., 1994).

Neste estudo pioneiro, observou-se que o tratamento com sildenafil foi eficaz
em reduzir a deposicdo de placa aterosclerética no modelo murino deficiente em
apoE. Houve reducao de aproximadamente 40% na obstrucdo da luz vascular nos
animais tratados com sildenafil durante 3 semanas, acompanhada da melhora da
funcdo endotelial e de reducdo no estresse oxidativo, apesar de nao ter sido

observada mudanca no perfil lipoproteico plasmaticos dos animais estudados.
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Considerando que a disfuncédo endotelial € um dos eventos iniciais do processo de
aterogénese, era de se esperar que a melhora da fungédo endotelial se refletisse na
reducdo da deposicdo de placa aterosclerética. Este trabalho é o primeiro a
demonstrar que o tratamento cronico com um inibidor da PDES5 foi capaz de
melhorar a fungédo endotelial na aterosclerose experimental.

Em 2008, Schafer e colaboradores demonstraram que o tratamento com
sildenafil melhorou a vasodilatagdo induzida por ACh em ratos diabéticos. Neste
elegante trabalho, os autores avaliaram tanto os efeitos crénicos do tratamento
durante duas semanas, quando os efeitos agudos da administragdo de sildenafil,
realizada 2 horas antes da execucdo dos experimentos de reatividade vascular.
Ainda, foi avaliado o efeito direto in vitro da administragdo da droga em anéis de
aorta de animais diabéticos e controle. Os autores observaram que o sildenafil, in
vitro, foi capaz de gerar respostas vasodilatadoras quando aplicado em doses
crescentes, apds pré-contracdo com Phe. Tal resposta deve-se, dentre outros
fatores, ao aumento da sinalizagao da cascata NO/cGMP, uma vez que o tratamento
das pegas com L-NNA foi capaz de abolir parcialmente a vasodilatacdo observada.
A administragcdo aguda da droga 2 horas antes da avaliagdo da reatividade vascular
melhorou o relaxamento a ACh nos animais diabéticos. Além dos efeitos direto e
agudo do sildenafil, os autores relataram melhora da fungédo endotelial dos animais
diabéticos tratados cronicamente durante 2 semanas (Schéafer et al., 2008).

Estes achados permitem afirmar que o sildenafil apresenta efeitos benéficos
vasculares, aumentando a ativacdo da cascata NO/cGMP, em acordo com a
constatagao feita no presente estudo de que a participagcdo do NO na resposta
vasodilatadora a ACh estava aumentada nos animais tratados (demonstrada pelo
aumento da area abaixo da curva na presencga de bloqueio com L-NAME, figura 13),
além do aumento da ativagao basal da cascata NO/cGMP (figura 16) e da produgéo
de NO (figura 19). Desta maneira, esta droga surge como uma promissora estratégia
para intervengdo farmacolégica em pacientes nos quais a disfungdo endotelial
apresenta-se como um fator de risco extra ao desenvolvimento de complicagdes
cardiovasculares maiores, como € o caso do diabetes e da aterosclerose.
Clinicamente, foi registrado que a administracdo diaria de sildenafil foi capaz de
melhorar a fungdo endotelial em pacientes diabéticos (Deyoung et al., 2012),

podendo se refletir, a longo prazo, na redugao de risco cardiovascular.
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Ja foi demonstrado, em coelhos hipercolesterolémicos, que a inibicdo aguda
da PDES5 foi capaz de reverter a disfuncdo endotelial causada pela
hipercolesterolemia em tecido cavernoso, melhorando a resposta a ACh. Além disso,
o sildenafil foi capaz de causar efeito vasodilatador direto, avaliado pela construgéo
de curva-dose resposta. Esta melhora na fungcdo vascular, neste modelo, pareceu
estar associada a reducado do estresse oxidativo, visto que a producao de ‘O, foi
diminuida na presenca da droga (Shukla et al., 2005). Conforme discutido, o
aumento da produgéao de radicais livres € uma das causas da disfungédo endotelial na
presenca de hipercolesterolemia, visto que compromete a disponibilidade de NO.
Deste modo, o efeito antioxidante do sildenafil explica parte de seu papel na melhora
da funcao endotelial.

Estas observacdes corroboram o que foi constatado no presente estudo in
vitro e in situ. Os camundongos apoE"' tratados com sildenafil apresentaram
redugdo da marcagdo com DHE em cortes histolégicos de aorta (figura 18). Além
disso, o bloqueio com apocinina praticamente nao alterou a resposta vasodilatadora
a ACh, ao contrario do que ocorreu nos animais hipercolesterolémicos que
receberam veiculo (figura 14), demonstrando que a redugédo do estresse oxidativo
vascular nos animais tratados esta envolvida na melhora da fungdo endotelial.

Conforme discutido, o desacoplamento da eNOS €& considerado um
importante mecanismo responsavel pela disfungcdo endotelial, acompanhada pelo
aumento da produgao de ROS gerado pela enzima (Meyrelles et al., 2011). Relatou-
se que razdo dimeros/mondmeros da enzima estava aumentada em ratos diabéticos
(os quais apresentaram aumento de estresse oxidativo e disfungdo endotelial) e foi
reduzida pelo tratamento crénico com sildenafil (Schafer et al., 2008), sugerindo que
esta droga € capaz de reverter o desacoplamento da eNOS. Além disso, verificou-se
que o sildenafil aumentou a transcricdo do RNA mensageiro e a expressao proteica
das isoformas endotelial e induzivel da NOS apods administracdo aguda em
cardiomiécitos em cultura (Das et al., 2005) e em células cardiacas in vivo (Salloum
et al., 2003), o que pode contribuir para a melhora da eficiéncia na produ¢ao de NO.
De fato, além de reduzir a marcagdo para nitrotirosina em camundongos apoE™
tratados (Dussault et al., 2009), o sildenafil foi capaz de potencializar o
surpreendente efeito vasodilatador do peroxinitrito, que também esta relacionado ao
aumento do conteudo celular de cGMP (Li J, 2005).
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Em adicdo, corroborando nossas observacdes, demonstrou-se que o
tratamento crénico com inibidor da PDES foi capaz de reduzir o estresse oxidativo
vascular em aorta de ratos diabéticos, embora o tratamento in vitro das pegas com
sildenafil ndo tenha sido eficiente em melhorar este parametro. Provavelmente,
neste caso, a reducado do estresse oxidativo se deva a redugdo da expressao de
uma das subunidades da enzima NADPH oxidase (gp91°"*) nos animais tratados
cronicamente, além da reducdo da expressao de Rac-1, proteina envolvida na
ativacdo da NADPH oxidase (Schafer et al., 2008). Por outro lado, o sildenafil
mostrou-se eficiente em reduzir o estresse oxidativo gerado pelo aumento da
atividade e expressdo da subunidade p47°"* da NADPH oxidase em células de
musculo liso cavernoso, em cultura. Acredita-se que este efeito antioxidante do
que a inibicko da guanilato ciclase soluvel pelo ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazole[3,4]quinoxaline-1-nona) € capaz de abolir esta resposta. Deste
modo, é gerada uma cascata autoalimentadora, na qual a inibicdo da PDE5 reduz o
estresse oxidativo, aumentando a biodisponibilidade de NO, que apresenta efeitos
antioxidantes (redug&o da atividade e expressdo de NADPH oxidase) (Koupparis et
al., 2005).

O estresse oxidativo pode ser causado n&o apenas pelo aumento da
producdo de ROS, mas também pela reducdo da capacidade antioxidante celular
(Touyz, 2004). Interessantemente, foi demonstrado que a inibicdo da PDE5 em ratos
diabéticos foi capaz de promover o aumento da capacidade antioxidante total (Milani
et al., 2005), incluindo esta via como mais um possivel mecanismo pelo qual o
sildenafil é capaz de melhorar a fungao vascular.

Conforme discutido, a aterosclerose € um processo inflamatério, que se inicia
com uma agressdo ao endotélio mas que também apresenta outros processos
importantes que podem ser modulados. Neste caso, a inibicdo crénica da PDE5
pode favorecer a reducao da deposicdo de placa por outros mecanismos, além da
melhora da func¢ao endotelial. Foi apontado que o tratamento crénico de pacientes
diabéticos com sildenafil reduziu a concentracdo de marcadores inflamatérios como
proteina C reativa e interleucina 6, além de moléculas de adesdo como ICAM e
VCAM (Aversa et al., 2008). Também foi visto que a inibigdo crénica da PDE5 em
camundongos diabéticos, ao aumentar a capacidade antioxidante, promoveu

reducado de apoptose em células cardiacas (Ebrahimi et al., 2009), o que poderia
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contribuir para a reducdo da aterogénese se os resultados extrapolassem para o
tecido vascular, mantendo relagdo com a melhora da estrutura endotelial dos
animais tratados.

Recentemente foi demonstrado que o tratamento de camundongos apoE'/'
com sildenafil em dose similar a utilizada neste estudo foi capaz de modular
positivamente a funcionalidade de células progenitoras endoteliais, aumentando sua
capacidade de migragdo e adesdo, provavelmente devido a seus efeitos
antioxidantes (Dussault et al., 2009). Considerando que o tratamento com células
tronco mononucleares é capaz de reduzir a deposicdo de placa aterosclerética e a
oclusédo vascular induzida pelo estresse de cisalhamento, potencialmente devido ao
aumento da migragcdo de células progenitoras endoteliais para os locais de leséo
(Lima et al., 2012; Porto et al., 2011), a melhora da funcionalidade destas células
pode ser um outro mecanismo pelo qual a inibicdo da PDES5 favorece a reducéo da
aterosclerose.

A principal consequéncia da aterosclerose € a ruptura de placa com formagéao
de trombos, que podem migrar e gerar processos isquémicos (Da Luz e Uint, 2003).
Neste caso, a inibicdo da ativagado plaquetaria promovida pelo tratamento com
sildenafil (Halcox et al., 2002) também se mostra vantajosa no que diz respeito a
reducdo da ocorréncia de eventos cardiovasculares em pacientes pertencentes a
grupos de risco.

Recentemente tem havido maior atengcdo ao desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que tenham como alvo outros fatores de risco cardiovascular além da
hipercolesterolemia (Zadelaar et al., 2007). De maneira analoga ao que foi
constatado neste estudo, algumas estatinas demonstraram efeitos pleiotropicos com
propriedades ateroprotetoras independentes de redugdes de colesterol plasmatico.
Tais propriedades incluem melhora da fungdo endotelial e inibicdo da inflamacéo e
oxidagao vascular (Zhou & Liao, 2010). Deste modo, este trabalho propde que os
efeitos vasculares benéficos do sildenafil, mesmo na auséncia de alteragdes do perfil
lipidico plasmatico, oferecem uma nova perspectiva para o uso de inibidores da

PDES na melhora da disfuncédo endotelial e reducédo da aterosclerose.
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7 CONCLUSAO

Demonstrou-se pela primeira vez, com este trabalho, que o tratamento
crobnico com sildenafil exerce efeitos vasculares benéficos na aterosclerose
experimental. O tratamento proporcionou a melhora da funcdo endotelial nos
animais doentes (ateroscleréticos), a qual se reverteu em redugao da deposicédo de
placa aterosclerética, mesmo na auséncia de modificagdo do perfil lipidico
plasmatico, confirmando a hipétese inicial. Os mecanismos envolvidos no beneficio
vascular envolvem a reducdo do estresse oxidativo e o aumento da producédo de
oxido nitrico, ambos contribuindo para uma maior biodisponibilidade deste
vasodilatador.

Este estudo confirma que o sildenafil € uma estratégia terapéutica promissora
para o tratamento da aterosclerose em pacientes de alto risco. Entretanto,
investigagdes clinicas futuras sdo necessarias para confirmar a seguranga desta
abordagem farmacoldgica nestes pacientes, sobretudo naqueles que fazem uso de

antianginosos doadores de oxido nitrico.
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