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Resumo

A aterosclerose é uma doenga inflamatdria que ocorre em resposta ao acimulo de LDL oxidada
(LDLox) nas artérias. Apesar dos tratamentos disponiveis para a aterosclerose, as doencas cardi-
ovasculares continuam sendo a principal causa de mortes no mundo, exigindo cada vez mais
opgoes terapéuticas viaveis. O reposicionamento de farmacos torna-se uma alternativa inte-
ressante, permitindo a utilizagdo de farmacos com caracteristicas farmacoldgicas conhecidas
em contextos diferentes. Estudos tém mostrado que o emprego de antidepressivos, como a
amitriptilina (AM), para o tratamento de dor e desordens inflamatérias vem crescendo. Assim,
as propriedades anti-inflamatérias da AM poderiam ser aplicadas no controle do componente
inflamatdrio da aterosclerose. O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da AM
nas alteragdes provocadas pela LDLox em aortas e macréfagos (linhagem RAW264.7) murinos
e em células endoteliais humanas (linhagem EA.hy926). A resposta contratil das aortas de ca-
mundongo foi avaliada por curvas concentrag¢ao-resposta a fenilefrina (Phe). As alteragoes na
resposta de células endoteliais humanas e macréfagos murinos foram avaliadas por microscopia
de fluorescéncia, citometria de fluxo e ELISA. Na presenga de LDLox (50 pg/mL), a AM (0,1 uM)
gerou uma resposta contratil a Phe semelhante a do grupo controle (CT) em anéis adrticos de
camundongo. A AM reduziu a concentragao basal de 6xido nitrico (NO) e a expressao da dxido
nitrico sintase induzivel iNOS) aumentadas nas células endoteliais incubadas com LDLox, mas
nao foi capaz de reverter a diminuigao da expressao das 6xido nitrico sintases endotelial (eNOS)
e neuronal (nNOS), nem a concentragio de NO estimulado com acetilcolina (ACh) na presenca
de LDLox. A AM nio reduziu o aumento da expressao de NADPH oxidada (NADPHox) induzida
pela LDLox em células endoteliais, mas atenuou os niveis de superdxido (O,"”) encontrados
quando foi incubada com a LDLox. A AM reduziu o transiente de calcio aumentado pela liso-
fosfatidilcolina (LPC) no estado basal e estimulado com ACh. Em macréfagos, a AM diminuiu
a captacao de LDLox reduzindo a expressao do receptor SRA, o que resultou na redugao da
expressao de iNOS e da concentragao dos mediadores inflamatérios CCL2, IL-6, IL-1f e TNF. Os
resultados obtidos mostraram que a AM foi capaz de prevenir as alteragdes pré-inflamatodrias e
oxidativas induzidas pela LDLox, reduzindo citocinas pré-inflamatérias e expressao de iNOS, o
que contribui para um estado menos oxidativo. Em conjunto, esses resultados sugerem que
uma concentra¢ao subterapéutica de AM tem potencial para reduzir eventos pré-inflamatérios
e o estresse oxidativo causados pela LDLox, porém, mais estudos s2o necessarios para esclarecer

as vias envolvidas no mecanismo de a¢ao deste farmaco.

Palavras-chave: LDLox. Amitriptilina. Inflamag3o. Estresse oxidativo. Oxido nitrico.



Abstract

Atherosclerosis is an inflammatory disease that occurs in the subendothelial layer of the arteries
due to oxLDL accumulation. Even though there are many avaiable treatments for atherosclerosis,
cardiovascular diseases are still the leading causes of death worldwide thus more therapeutic
options are needed. Drug repositioning (also known as drug repurposing) is an interesting
approach because it enables new clinical indications for drugs with well-established pharma-
cological properties. Amitriptyline (AM) is an antidepressant drug that has been used to treat
pain and inflammatory disorders because of its anti-inflammatory action, thus it could also
be used to regulate the inflammatory component of atherosclerosis. The purpose of this study
was to investigate AM effects in the dysfunction and in vitro inflammation caused by oxLDL
(50 ug/mL) in murine aortas and macrophages (RAW264.7), and in human endothelial cells
(EA.hy926). Phenilephrin concentration-response curves were recorded on a wire myograph.
Cell alterations were evaluated by fluorescence microscopy, flow cytometry and ELISA assays.
Incubation with AM (0,1 M) reverted the oxLDL-induced decreased vasoconstriction in murine
aortas and the oxLDL-induced increase in NO concentration and iNOS expression in endothelial
cells. AM did not increase eNOS and nNOS expression nor the ACh-stimulated nitric oxide (NO)
concentration that were diminished by oxLDL incubation. AM did not reduce NADPHox aug-
mentation in endothelial cells, but superoxide levels were reduced. Also, AM was able to lower
the calcium transient increased by lysophosphatidylcholine (LPC) both at basal state and after
ACh stimulation in endothelial cells. In macrophages, incubation with AM attenuated the oxLDL
uptake by lowering SRA receptor expression, resulting in both reduced cytokine (CCL2, IL-6,
IL-1p and TNF) levels and iNOS expression. The results show that AM was able to prevent the pro-
inflammatory and oxidative changes induced by LDLox, reducing pro-inflammatory cytokines
and iNOS expression, which contributes to a less oxidative state. Taken together, these results
show that low concentrations of AM have the potential to ameliorate pro-inflammatory events
and oxidative stress caused by oxLDL, although more studies are needed to fully understand the

mechanism of action of this drug.

Keywords: oxLDL. Amitriptyline. Inflammation. Oxidative stress. Nitric oxide.



Lista de Figuras

Figura1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figuras.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Sintese de 6xido nitrico e superéxido pelas 6xido nitrico sintases e for-
macao de peroxinitrito. Modificado de Schiffrinetal. (2008) . . . . . . .
Alteracoes moleculares na LDL nativa apds sua oxidagdo. Retirado e
modificado de Khatanaetal. (2020) . . . . . . . . . . ... ... ...
Estrutura molecular da amitriptilina. Retirado de ChemIDplus (2022) . .

Efeito vasoconstritor induzido por Phe em anéis de aorta de camundongo
expostos oundo a LDLox e/ou AM. Os dados representam a média +EPM
dosvaloresobtidos . . . . . ... ... Lo
Efeito vasoconstritor induzido por Phe em anéis de aorta (n=6) de ca-
mundongo expostos ou ndo a LDLox e/ou AM na presenca de L-NAME
(300 uM). Os dados representam a média +EPM dos valores obtidos
Viabilidade das células endoteliais apds exposi¢do a concentragdes di-
ferentes de LDLox (25, 50 e 80 pg/mL) e de AM (0,1 e 1 uM) na presenca
e auséncia de LDLox (50 pg/mL) por 24 horas. As barras representam a
porcentagem média +EPM dos valores obtidos de 6 experimentos sepa-
rados com 10000 eventos cada. As populagdes com porcentagens médias
maiores do que 80% foram consideradasviaveis. . . . .. .. ... ..
Resultados obtidos por citometria de fluxo em células endoteliais incu-
badas ou ndo com LDLox e/ou AM por 24 horas. As colunas mais claras
representam os niveis de NO no estado basal e as mais escuras o NO
estimulado com ACh. Os dados representam a média da intensidade
de fluorescéncia (MFI) da sonda DAF multiplicada pela porcentagem de
células de cada populagio +=EPM. Os valores foram obtidos de 4 experi-
mentos separados com 10000 eventoscada(n=4) . . . . . . . . .. ..
Expressiao de eNOS, nNOS e iNOS por imunofluorescéncia em células
endoteliais incubadas ou ndo com LDLox e/ou AM por 24 horas. As co-
lunas representam a média da intensidade de fluorescéncia + EPM por
imagem. O n amostral de cada grupo estd indicado nas colunas . . . . .
Dosagem de O, por citometria de fluxo em células endoteliais incubadas
ounio com LDLox e/ou AM por 24 horas, no estado basal e apds estimulo
com ACh. Os dados representam a média da intensidade de fluorescéncia
multiplicada pela porcentagem de células de cada populagao +EPM. Os
valores foram obtidos de 4 experimentos separados com 10000 eventos

cada(N=4) . . . . . . . e e

42



Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 1s.

Figura 16.

Figura 17.

Expressdo das subunidades p22 e p47 da NADPH oxidase por imunoflu-
orescéncia em células endoteliais incubadas ou nao com LDLox e/ou AM
por 24 horas. As colunas representam a média da intensidade de fluo-
rescéncia +EPM por imagem. O n amostral de cada grupo estd indicado
nascolunas. . . ... .. e e e e

Concentragoes intracelulares de calcio no estado basal e apds estimulo
com ACh, quantificado por citometria de fluxo com a sonda Fluo-4. EmA,
os dados representam a MFI da sonda Fluo-4, calculada multiplicando-se
a média da intensidade de fluorescéncia captada pela porcentagem de
células de cada populagio =EPM. Em B, o grafico mostra a raz3o entre os
valores de MFI apés estimulo com ACh e no estado basal de cada grupo
em cada tempo analisado, ao longo de 30 minutos . . . . . . . .

Captagao de LDLox por fluorescéncia em macréfagos incubados ou nao
com LDLox e/ou AM por 24 horas. As colunas representam a média da
intensidade de fluorescéncia =EPM por imagem. O n amostral de cada
grupo estd indicado nas colunas . . . . . . . e e

Expressao do receptor SRA em macréfagos incubados com LDLox e/ou
AM por 24 horas. As colunas representam a média da intensidade de flu-
orescéncia =EPM por imagem. O n amostral de cada grupo estd indicado
nas colunas. Imagens representativas de cada grupo estio indicadas no
painel . . ... .. ... e e e e

Expressao do receptor CD36 em macréfagos incubados com LDLox e/ou
AM por 24 horas. As colunas representam a média da intensidade de flu-
orescéncia =EPM por imagem. O n amostral de cada grupo estd indicado
nas colunas. Imagens representativas de cada grupo estao indicadas no
painel . .. ... .. .. e e e e e e

Expressao de iNOS por imunofluorescéncia em macréfagos incubados ou
nao com LDLox e/ou AM por 24 horas. As colunas representam a média
da intensidade de fluorescéncia £EPM por imagem. O n amostral de
cada grupo estd indicado nas colunas. Imagens representativas de cada
grupo estao indicadas no painel . . . . . .. e e

Dosagem de citocinas no sobrenadante de macréfagos por ELISA apds
incubagiao com LDLox e/ou AM por 24 horas. As colunas representam
a média +EPM dos valores obtidos. O n amostral de cada grupo estd
indicado nos titulos dos graficos . . . . . .. e e

Representacao esquematica do resumo dos resultados apresentados no

presente trabalho . . . . . e e e e e

47

48

49

49

50

50

51

52



Lista de Tabelas

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Principais a¢oes farmacoldgicas classicas e recentes da amitriptilina.

Adaptado de McClure,2017. . . . . . . . . . . . .. ..

Divisdo de grupos experimentais: (1) grupo controle (CT); (2, 3) grupos in-
cubados somente com amitriptilina nas concentragbes 0,1 uM (AM 0,1) e
1 M (AM 1); (4) grupo incubado com LDLox, 50 ug/mL (LDLox); (5, 6) gru-
pos incubados com LDLox (50 pg/mL) e amitriptilina nas concentragoes
O,IuM (AMoxo,)e1 M (AMox1). . . . . . . . . . . ...

Valores de Emax e pEC50 da resposta vascular a Phe sem L-NAME de
cada grupoexperimental. . . . . ... ..o,
Valores de Emax e pEC50 da resposta vascular 2 Phe com L-NAME de
cada grupo experimental. ANOVA. Nao houve diferenca estatistica entre

OS GIUPOS. . . . . o v v v v b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e



Lista de abreviaturas, simbolos e siglas

®g Micrograma

ug Micrograma

ug/mL Micrograma por mililitro

1L Microlitro

Mm Micrometro

uM Micromolar

°C Graus Celsius

5-HT Serotonina

ACh Acetilcolina (Acetylcholine)

ADT Antidepressivo triciclico

AKT Proteina cinase B (PKB)

AM Amitriptilina

AMox Amitriptilina + LDLox

ASM Esfingomielinase dcida

BDNF Fator neurotréfico derivado do cérebro (Brain-derived neurotrophic factor)
BH4 Tetrahidrobiopterina

BSA Albumina de soro bovino (Bovine Serum Albumin)

Cca* Ton calcio

CaCl,.2H,0 Cloreto de célcio dihidratado

CAPI Centro de Aquisi¢ao e Processamento de Imagens do ICB-UFMG
CCL2 Molécula quimiotatica para mondcitos 1 (MCP1)

CD36 Cluster de diferenciagao 36 (receptor scavenger de classe B)
CELAM Centro de Laboratérios Multiusuarios, ICB-UFMG

CEUA Comité de Etica no Uso de Animais

CFL CruzFluor™

CO, Diéxido de carbono

CuSO, Sulfato de cobre



DAF-FM
DAG
DAPI
DHE
DMEM
DMSO
DNA
ECso
EDRF
EDTA
ELISA
Emax
eNOS
FAD
FDA
FMN
GCs
GMPc
H,SO,
h

HDL
HRP
IxB
ICAM-1
ICB-UFMG
IDL

IF

IL
iNOS
Ip

4-amino-5-metilamino-2’,7-difluorofluoresceina

Diacilglicerol

Dihidrocloreto de 4,6-diamidino-2-fenilindole

Dihidroetidio

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (meio de cultura celular)
Dimetilsulféxido

Acido desoxirribonucleico

Concentragio do agonista que produziu 50% da resposta maxima
Fator relaxante derivado do endotélio (Endothelium-derived relaxing factor)
Acido etilenodiamino tetraacético (Ethylenediamine tetraacetic acid)
Ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
Resposta maxima do agonista

Oxido nitrico sintase endotelial (NOS3)

Flavina mononucleotideo

Food and Drug Administration

Flavina adenina dinucleotideo

Guanilato ciclase solavel

Monofosfato ciclico de guanosina

Acido sulftrico

Horas

Lipoproteina de alta densidade (High density lipoprotein)
Horseradish peroxidase

Inibidor do fator nuclear xB

Molécula de adesao intercelular 1

Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG

Lipoproteina de densidade intermediaria

Intensidade de fluorescéncia

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel (NOS2)

Iodeto de propidio



IP3

KBr

KCl
KH,PO,
L-NAME
LDL
LDLn
LDLox
Lp-PLA2
LPC

LPS

MFI

mg

MgSO0,.7H,0

MLCK
NA
Na,HPO,
NaCl
NADPH
NADPHox
NET
NF-<B
NGF
NaHCO,
nm
nNOS
NO

NOR
NOS

Inositol trifosfato (Inositol triphosphate)

Brometo de potdssio

Cloreto de potassio

Fosfato monopotassico

NC-Nitro-L-Arginina Metil Ester

Lipoproteina de baixa densidade (Low density lipoprotein)
LDL nativa

LDL oxidada

Fosfolipase A2 associada a lipoproteina
Lisofosfatidilcolina

Lipopolissacarideo

Molar

Intensidade de fluorescéncia média

Miligrama

Sulfato de magnésio heptahidratado

Cinase da cadeia leve de miosina (Myosin light-chain kinase)
Noradrenalina

Fosfato dissédico

Cloreto de sédio

Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NADPH oxidase (NOX)

Transportador de noradrenalina (Norepinephrin transporter)
Fator de transcrigao nuclear kappa B

Fator de crescimento nervoso

Bicarbonato de sédio

Nanometro

Oxido nitrico sintase neuronal (NOS1)

Oxido nitrico

Nortriptilina

Oxido nitrico sintases



0, Oxigénio

0,” Anion superéxido

OMS Organizacao Mundial da Satide

ONOO™ Peroxinitrito

OPD Ortofenilenodiamina

P&D Pesquisa e desenvolvimento

p2.2Phox Subunidade catalitica da NADPHox

p47Phox Subunidade regulatéria da NADPHox

PBS Solucao salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline)
pECs0 Logaritmo negativo (na base 10) da ECs0 do agonista (pD2)
PFA Paraformaldeido

pH Potencial hidrogeni6nico

Phe Fenilefrina (Phenylephrine)

PI3K Fosfatidilinositol 3-cinase (Phosphatidylinositol 3-kinase)
PIP2 Fosfatidilinositol bifosfato (Phosphatidylinositol bisphosphate)
PKC Proteina cinase C

PLC Fosfolipase C (Phospholipase C)

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonil (Phenylmethylsulfonyl fluoride)
ROS Espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species)

rpm Rotac¢des por minuto

SERT Transportador de serotonina (Serotonin transporter)

SFB Soro fetal bovino

SNAP S-nitroso-N-acetilpenicilamina

SNC Sistema Nervoso Central

SRA Scavenger receptor A

TNF Fator de necrose tumoral (Tumor necrose factor)

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais

uv Ultravioleta

VCAM-1 Molécula de adesio vascular 1



Sumario

1. Introducao

2. Revisao de literatura

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

Sintese de 6xido nitrico pelas éxido nitricosintases . . . . . . . .. .. ...
Patogénesedaaterosclerose . . . . . . .. ..o
Reposicionamentode firmacos . . . . . . . . . ... .. ...

Amitriptilina . . . . .. L.

3. Justificativa

4. Obijetivos

4.1.
4.2.

Objetivogeral . . . . . . . . . . . L

Objetivos especificos . . . . . . . . . . . e

5. Metodologia

5.1.

5.2.
5.3.

5.4.
5.5.

5.6.

5.7.

Obtencao daLDLOX . . . . . v v v v v e e e e e e e e e e e
5.1.1. IsolamentodaLDLnhumana . .. .. ... ... ... ... ....
5.1.2. OxidagdodaLDLnhumana . ... ... ... ... ... ......
Delineamentoexperimental . . . . . . . . . ... ... L.
Experimentos de reatividade vascular em aorta toracica de camundongo

53.1. ADIMAIS . . . . . vt e e e e e e e e e e e e e e e
5.3.2. Obtengdo dos anéis de aorta e incubagio dos tratamentos . . . . . . .
5.3.3. Montagem e estabilizagdo dos vasos em sistema de banho de 6rgaos . .
5.3.4. Testedeviabilidade das preparagdes . . . . . . . . . ... ... ...
5.3.5. Resposta contratil a fenilefrina e participaggodas NOS . . . . . . . .
Cultivocelular . . . . . . .. ..
Experimentos com células endoteliais . . . . . . .. ... ... ... .. ..
5.5.1. Viabilidadecelular . . . ... ... ... ... ... L.
5.5.2. Quantificaggode NOesuperdxido. . . . . . . . .. ... ... ...
5.5.3. Expressdo proteicade NOSe NADPHoxidase . . . . . . ... .. ..
5.5.4. Influxodecalcio. . . . . ... ... ... oL
Experimentos com macréfagos . . . . . . . ... ...
5.6.1. CaptagiodeLDLoxidada . . . . ... ... ... ... .......
5.6.2. Expressdo proteica dos receptoresCD36eSR-A . . . . . .. .. ...
5.6.3. ExpressdoproteicadeiNOS . . . . . . . . .. ... .. .. .....
5.6.4. Dosagem de mediadores inflamatérios no sobrenadante celular . . . .

Andlise estatistica e expressiodosdados . . . . . .. ... ...

19

20
20
21
24
25

29

30
30
30

31
31
31
31
32
33
33
33
34
34
34
35
36
36
36
37
38
39
39
39
39
39



6. Resultados

6.1. Resultados do estudo em anéis de aortade camundongo . . . . . . . . . . ..

6.1.1.  Efeito da AM sobre a disfun¢ao vascular induzida pela LDLox . . . . .

6.2. Resultados do estudo em células endoteliais . . . . . . . . . . . .. ... ..
6.2.1. Viabilidadecelular . . . . . . . . . . . .. . .. ... ...
6.2.2. QuantificaciodeNO . . . . . . .. ..o

6.2.3. ExpressaoproteicadasNOS . . . . . . ... .. ... .. ......

6.2.4. Efeito da AM no estresse oxidativo induzido por LDLox . . . . . . . .

L. Detecgao de espécies reativas de oxigénio . . . . . . . . ..

I1. Expressdo proteica de NADPH oxidase . . . . ... .. ..

6.2.5. Avaliagdo do transiente intracelulardecdlcio . . . . ... ... ...

6.3. Resultadosdoestudoem macréfagos . . . . . . . . ...

6.3.1. CaptacaodeLDLOX . . . . . . . v v i i e

6.3.2. Avaliagio da expressdo proteica de receptores CD36 e SRA . . . . . . .

6.3.3. Avaliagdo da expressdo proteicadeiNOS . . . . . .. ... ... ..

6.3.4. Dosagem de mediadores inflamatdrios no sobrenadante celular . . . .

6.4. Resumo dos resultados

7. Discussao

7.1. Efeitosdaexposicio aLDLOX . . . . . . . . . . . it

7.2. Efeitos da AM sobre as alteracoes induzidaspelaLDLox . . . . . .. ... ..

7.3. Efeitosisolados da AM
8. Conclusao

Referéncias bibliograficas

41
41
41
43
43
44
45
46
46
47
47
48
48
49
50
51
52

53
53
56
58

60

61



19

1. Introducao

A aterosclerose é uma doenga que se desenvolve de forma silenciosa desencadeada por fatores
de risco modificaveis e nao modificaveis, como os habitos alimentares e o processo de enve-
lhecimento. Ocorre, entao, um desbalango no fluxo de colesterol associado a um processo
inflamatério crénico, em um ambiente disfuncional, no qual ha estresse oxidativo. O agrava-
mento da placa aterosclerdtica leva ao surgimento de complicagdes clinicas importantes, como
insuficiéncia renal croénica, doenga arterial periférica, acidente vascular encefalico e infarto
do miocardio, que afetam diretamente a qualidade de vida de milhdes de pessoas no mundo e
podem ser fatais (LIBBY et al., 2019). Apesar de existirem formas de intervencao eficazes atual-
mente, que buscam principalmente controlar os fatores de risco, as doengas cardiovasculares
(DCV) ainda ocupam o posto de principal causa de mortes no mundo, tendo provocado a morte
de 18,6 milhdes de pessoas em 2019 (ROTH et al., 2020).

Atualmente, pesquisadores tém buscado alvos farmacoldgicos mais especificos, com foco no
componente inflamatério da aterosclerose, para reduzir efeitos colaterais e proporcionar mais
conforto aos pacientes (JI; LEE, 2021); (SOEHNLEIN; LIBBY, 2021). Entretanto, o processo
convencional de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos firmacos é demorado e dispendioso
para a inddstria farmacéutica. Dessa forma, o reposicionamento de farmacos, uma estratégia
conveniente e segura para inserir novos farmacos no mercado, pode ser aplicado como forma
de acelerar e facilitar o acesso a novas opgoes de tratamento. O reposicionamento de firmacos
consiste, basicamente, em explorar firmacos com propriedades conhecidas em diferentes
aplicagoes clinicas (GELOSA et al., 2020). Um dos principais exemplos dessa pratica é o sildenafil,
um inibidor seletivo da fosfodiesterase 5 indicado inicialmente para pacientes com angina, que
revolucionou o tratamento da disfunc¢ao erétil na década de 80 (OSTERLOH, 2004).

A amitriptilina é um antidepressivo triciclico (ADT) aprovado pelo FDA em 1961 para o trata-
mento de depressao e desordens associadas, devido, principalmente, 3 sua a¢ao de inibi¢io n3o
seletiva da recaptac¢ao de noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) no sistema nervoso central
(SNC). Além de interagir com os transportadores de NA (NET) e 5-HT (SERT), a amitriptilina se
liga ainda a varios outros receptores (serotoninérgicos, ai-adrenérgicos, histaminicos, mus-
carinicos e outros) e tem sido utilizada para o tratamento de enurese noturna, enxaqueca e
dor neuropatica. Porém, o mecanismo exato de agao da amitriptilina ainda nao foi totalmente
elucidado. Atualmente, evidéncias apontam que a amitriptilina tem efeitos anti-inflamatérios
reduzindo a concentragdo de citocinas pré-inflamatorias, a migragao de células de defesa e
processos inflamatdrios crénicos, o que poderia permitir sua aplicagdo também no controle da

aterosclerose, desacelerando os eventos iniciais que levam a progressao da placa aterosclerdtica.
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2. Revisao de literatura

2.1. Sintese de 6xido nitrico pelas oxido nitrico sintases

Em condigoes fisioldgicas, o endotélio é responsavel pela preservagao da fungao e do ténus
vascular, regulando sua homeostase através da produgao de substancias vasodilatadoras, dentre
elas o éxido nitrico (NO). A produgio de NO acontece em resposta a estimulos fisiolégicos,
como o estresse de cisalhamento exercido pelo fluxo sanguineo na parede arterial (TEIXEIRA
etal., 2014). Além de exercer o papel de fator relaxante derivado do endotélio (EDRF, do inglés
endothelium-derived relaxing factor) (FURCHGOTT et al., 1980); (PALMER et al., 1987), regulando
o tonus vascular, o NO também é responsavel por prevenir a disfun¢ao endotelial, reduzir o
estresse oxidativo vascular, inibir a migragao e adesdo de leucdcitos, a proliferagio de células
musculares lisas vasculares e a agrega¢io plaquetaria — eventos considerados pré-aterogénicos
(MONCADA et al., 1988); JIN; LOSCALZO, 2010); (CAPETTINI et al., 2011); (LEVINE et al., 2012).

A sintese de NO é realizada essencialmente pela familia das enzimas 6xido nitrico sintases
(NOS), composta por 3 principais isoformas, sendo duas constitutivas, a neuronal (nNOS ou
NOS1) e a endotelial eNOS ou NOS3), e uma iduzivel (iNOS ou NOS2) que, apesar de seus nomes,
podem ser encontradas em diversos tipos celulares e tecidos, inclusive nos vasos sanguineos. A
produgio de NO ocorre a partir do aminodcido L-arginina, por meio de uma reagao dependente

de oxigénio (O,) e cofatores que se ligam a enzima (Figura 1).

NADPH oxidase

FAD__®B NADPH
BHy4 -I:M FAD
NADPH » NADPH
NADPH
eNOS acoplada eNOS desacoplada
(BH, alto) (BH, baixo)
002

ONOO

Figura1.: Sintese de NO e O, pelas NOS e forma¢ao de ONOO". A biodisponibilidade de NO é regulada
pelo equilibrio entre a produgdo de NO e ROS. Quando a produgao de ROS aumenta, seja por desacopla-
mento das NOSc ou ativagdo da enzima NADPH oxidase, ocorre redugao de BH4 e a eNOS produz O,””. O
0,”” gerado reage com o NO formando ONOO", que tem efeitos deletérios. NO indica éxido nitrico; O,"~,
superdxido; NOSc, dxido nitrico sintases constitutivas; ONOO", peroxinitrito; ROS, espécies reativas de
oxigénio; FAD, flavina mononucleotideo; FMN, flavina adenina dinucleotideo; BH4, tetrahidrobiopterina.
Modificado de Schiffrin et al. (2008).
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As NOS apresentam-se em forma de homodimeros (duas subunidades idénticas com um domi-
nio redutase e outro oxigenase cada) o que viabiliza a transferéncia de elétrons necessaria para
a produc¢ao de NO (LAMBDEN, 2019). Quando estao desacopladas, ou seja, com deficiéncia de
cofatores, pela ocorréncia de disfun¢ao endotelial de forma geral, as NOS podem produzir altas
quantidades de radicais livres, como o anion superéxido (O,"), que reage com o NO, reduzindo
sua biodisponibilidade, formando peroxinitrito (ONOO") (Figura 1).

No caso das NOS constitutivas, ambas atuam na protecao vascular produzindo uma quantidade
basal de NO. Sua produgao pode ser estimulada pela fosforilagao da eNOS via PI3K/AKT ou pelo
aumento do calcio intracelular, que pode ser induzido por agonistas, desencadeando, assim,
uma série de eventos. A ligagio da acetilcolina (ACh) com um receptor acoplado a proteina Gq,
por exemplo, leva a ativagio da fosfolipase C (PLC), que cliva o fosfatidil inositol bifosfato (PIP2),
um fosfolipidio de membrana, dando origem aos segundos mensageiros IP3 e DAG, favorecendo
o aumento da concentragdo intracelular de calcio ([Ca**];). O cdlcio forma o complexo Ca**-
calmodulina, responsavel pela ativagao destas enzimas. O NO produzido que se difunde para as
células musculares lisas ativa a enzima guanilato ciclase solivel (GCs), que promove o aumento
intracelular de monofosfato de guanosina ciclica (GMPc). O GMPc ativa a proteina cinase G
(PKG), que promove a redugdo da [Ca*'];, a fosforilagao da cinase da miosina de cadeia leve
(MLCK, do inglés myosin light-chain kinase) e a hiperpolarizacao da célula pela saida de ions

potassio, favorecendo a vasodilatagao (SILVA et al., 2021).

AiINOS, por outro lado, é expressa em processos inflamatérios podendo ser induzida por varios
agentes pro-inflamatéros, como o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e a LDL oxidada (LDLox),
e pela liberacao de mediadores pré-inflamatdrios que estimulam a transcri¢ao do gene da iNOS
em macréfagos e outros tipos celulares. A expressio de iNOS e sua ativa¢do independente
do aumento intracelular de calcio promovem a produgao exagerada de NO. A regulagao da
quantidade de NO que sera produzido é a base para explicar a caracteristica dual do NO como
benéfico ou maléfico ao organismo. A produgio de grandes quantidades de NO pelas células
esta relacionada ao sistema de defesa do organismo, mas pode ser prejudicial se nao controlada
(ANTOSOVA et al., 2017).

2.2. Patogénese da aterosclerose

A aterosclerose é uma condigdo crénica e progressiva que se caracteriza por uma resposta infla-
matoria, levando a disfun¢ao endotelial e, consequentemente, ao aprisionamento e a oxidagao
de moléculas de LDL na camada subendotelial das artérias (ZHAO; MALLAT, 2019), principal-

mente em areas de curvatura acentuada e bifurcagoes, onde o fluxo celular é perturbado e as
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células apresentam orientagao aleatdria (LUSIS, 2000).

Geralmente, a doenca aterosclerdtica depende de uma associagao de fatores de risco cardio-
vascular modificaveis (dislipidemia, hipertensao, habitos alimentares, tabagismo, diabetes,
obesidade e estilo de vida sedentirio) ou nao modificaveis (como processo de envelhecimento,
genética, género, etnia e condi¢ao cardiovascular pré-existente) nao controlados. Elevadas
concentragoes de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e baixos niveis de lipoproteinas de alta
densidade (HDL) no sangue, aumento do estresse de cisalhamento decorrente da hipertensio,
tabagismo, dieta desbalanceada e outras lesoes fisicas e bioquimicas provocadas pelos fatores de
risco favorecem, em conjunto ou individualmente, o estabelecimento de um estado de estresse

oxidativo e disfung¢do endotelial caracteristico da doenga aterosclerética (TOTH, 2008).

A aterogénese tem inicio nos locais de dano endotelial, onde as células disfuncionais se tornam
incapazes de produzir NO e, consequentemente, de manter o equilibrio do ténus vascular.
Além disso, o desacoplamento das NOS, presente na disfungao endotelial, gera aumento da
permeabilidade vascular e produgdo de radicais livres, o que facilita a entrada e a oxidagao de
moléculas de LDL para a camada subendotelial da artéria. A reducao de NO asociada as espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a presenga de LDLox é comumente apontada como sendo a principal
causa da formagao da placa aterosclerética (VANHOUTTE, 2009).

Os principais fatores que determinam a biodisponibilidade de NO s3o a expressao e a atividade
das NOS, e o equilibrio entre sintese e degradacao da sua molécula (TOUSOULIS et al., 2012). Se
por um lado a diminuigao de NO esta associada a disfun¢ao endotelial que leva ao surgimento da
aterosclerose, a sua produgado exacerbada favorece a manutengao do estresse oxidativo, ja que o
NO pode interagir com o radical O,”” formando ONOO" (Figura 1), um composto extremamente
reativo que pode oxidar o BH4, importante cofator para a producao de NO pela NOS, favorecendo
o desacoplamento da enzima e a produgao sustentada de ROS por estas enzimas (KATUSIC,
2001).

Outra importante fonte de ROS envolvida no desenvolvimento da aterosclerose é a NADPH
oxidase (NADPHox) (FEARON, 2006). Zhao e colaboradores (2009) mostraram que a LDLox é
capaz de aumentar a expressao de NADPHox. Além disso, outros estudos mostraram que sua
ativacao pode ser mediada por diversos estimulos pré-inflamatérios, como citocinas, e que este
processo envolve a PKC (RASTOGI et al., 2017). Quando a NADPHox é ativada, uma de suas
subunidades citosdlicas (p47°"*¥) é fosforilada e interage com uma das subunidades ancoradas a
membrana (p22P"¥), levando a producio de ROS. Altos niveis de ROS podem levar a oxidagio de
LDLox e ativagao do fator nuclear B (NF-xB). Em condigdes fisioldgicas, o NF-xB encontra-se
no citosol ligado ao seu inibidor, IxB. Apds um estimulo, como o aumento da produg¢io de ROS,

o IxB é fosforilado e degradado, o que provoca liberag¢ao e migra¢ao do NF-«xB para o ntcleo
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celular, promovendo a transcrigao génica de varias moléculas pré-inflamatdrias. A presenga
de citocinas inflamatdrias, como TNF e IL-1f, também pode levar a ativagiao da via do NF-xB
(BARNES; KARIN, 1997).

Uma etapa primordial para o inicio da formacao da placa ateromatosa é a internaliza¢ao da
LDLn na camada subendotelial das artérias, onde sao aprisionadas na matriz extracelular e
sofrem alteragdes oxidativas (Figura 2) por ROS e acao enzimatica (KHATANA et al., 2020). A
oxidagao da molécula de LDL ativa a expressao de receptores, principalmente scavenger receptor A
(SRA) e cluster of differentiation 36 (CD36), responsaveis por seu reconhecimento e captagao em
macroéfagos. Existem varios receptores capazes de executar essa tarefa em diferentes tipos
celulares, e cada um deles reconhece um componente diferente da molécula de LDLox. Em geral,
as modifica¢des na porgdo proteica da molécula de LDL (apolipoproteina B) s3o reconhecidas
pelo SRA, e as alteragoes lipidicas sao reconhecidas pelo CD36 (LEVITAN et al., 2010). A inibi¢ao

desses dois receptores resulta em redu¢ao da formagao de células espumosas in vitro (RAHAMAN

etal., 2006).
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Figura 2.: Alteragoes moleculares na LDL nativa apds sua oxidagao. O niicleo hidrofébico da molécula de
LDL é composto de triglicerideos e ésteres de colesterol. A superficie hidrofilica da molécula, por sua vez,
é formada por fosfolipideos, colesterol nao esterificado e pela apolipoproteina B (ApoB). Principalmente
depois de alcangar a camada subendotelial, a molécula de LDL sofre modifica¢des oxidativas diversas ao
interagir com ROS e enzimas, por exemplo. Modificado de Khatana et al. (2020).

A presenga de LDLox estimula a liberagao de quimiocinas, como a CCL2, e 0 aumento da ex-
pressdo de moléculas de ades3o, como ICAM-1 e VCAM-1, induzindo, consequentemente, o
recrutamento de mondcitos e linfécitos e facilitando a entrada destas células para a camada
subendotelial do vaso. Os mondcitos deixam a luz do vaso em dire¢do a téinica intima, onde sio
diferenciados em macréfagos e ativados, e tornam-se capazes de reconhecer e captar a LDLox.
A LDLox captada pelos receptores scavenger promove retroalimentagao positiva (RHOADS; MA-
JOR, 2018), induzindo a expressao de mais receptores, o que favorece o acimulo desenfreado
de LDLox. A captagao continua da molécula de LDLox transforma os macréfagos em células
espumosas (LEIVA et al., 2015).

A partir de entdo, ocorre a libera¢ao de uma série de mediadores pré-inflamatérios, como
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IL-6, TNF e IL-1B, e a ativagao de vias de transdugido de sinais intracelulares que promovem
eventos pré-inflamatérios, favorecendo a progressio da lesio (CORREA-CAMACHO et al., 2007);
(SIQUEIRA et al., 2006). Foi demonstrado que a LDLox pode aumentar os niveis intracelulares de
calcio, aumentando a liberacao de ROS em varios tipos celulares (FEARON, 2006). Além disso, a
propria LDLox é citotdxica para as células endoteliais, ja que a LPC, um importante componente
da molécula oxidada de LDL, é capaz de induzir apoptose via aumento e manutengao de altas

concentragoes de cilcio intracelular JUNG et al., 2017).

As células espumosas entram, entao, em estado de apoptose ou necrose celular, dando inicio a
formacao do ntcleo necrético caracteristico da lesdo aterosclerdtica. Em sequéncia, ocorre a
liberagao de fatores de crescimento que induzem a migragao de células musculares lisas vas-
culares da camada média para a intima, onde se proliferam e formam uma capsula fibrosa. O
agravamento da lesdo esta relacionado a deposicao de colageno, e a estenose vascular, aumen-
tando o risco de ulceragao, agregagio plaquetdria e formacao de trombo no local, podendo gerar
manifestagoes clinicas graves (TOTH, 2008); (MADAMANCHI et al., 2005).

2.3. Reposicionamento de farmacos

O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de um novo farmaco, desde o projeto inicial
até sua liberagao para venda, é complexo, caro, lento e sem garantia de sucesso (RUDRAPAL
et al., 2020). Percorrer essa trajetoria pode demorar mais de 15 anos e custar de 1 a 2 bilhoes
de ddlares (PADHY; GUPTA et al., 2011). Além dos altos investimentos aplicados na fase de
pesquisa, da burocracia envolvida para a venda do produto e do tempo de estudo, ha um grande
risco de perda dos investimentos, j4 que apenas 1 em cada 15 a 25 novos firmacos sio aprovados
nos testes de seguranga e eficicia. Além disso, quando um novo medicamento é lan¢ado no
mercado, algumas vezes nao é capaz de superar os custos de sua produgao (LOMBARDINO;
LOWE, 2004).

O reposicionamento de firmacos é uma estratégia que propde novos usos clinicos para farmacos
ja aprovados, ou que estao em processo de desenvolvimento, ou que foram descontinuados. Sua
aplicagao tem sido muito explorada nos tltimos anos e proporciona mais seguranga e rapidez
na criacao de firmacos, ja que as caracteristicas farmacocinéticas, a toxicidade, a seguranga
e a eficacia daquele farmaco ja foram estabelecidas em modelos pré-clinicos e, muitas vezes,
em estudos clinicos (TALEVI; BELLERA, 2020). Além disso, atualmente existem varias técnicas
in silico envolvendo analise de dados e inteligéncia artificial que facilitam e aceleram ainda
mais esse processo (RUDRAPAL et al., 2020). O redirecionamento terapéutico apresenta-se

ainda como importante ferramenta nas pesquisas para desenvolvimento de opgdes terapéuticas
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para doengas raras, em que nao é possivel conduzir estudos que acompanhem o curso daquela
condigao, impedindo sua caracterizagao adequada e as vias bioldgicas responsaveis por sua
patogénese (PUSHPAKOM et al., 2019). Muitos farmacos ja sao usados de forma off-label, ou
seja, sem autorizagao oficial das agéncias reguladoras (TALEVI; BELLERA, 2020).

Até hoje a maioria dos farmacos foram reposicionados ao caso (por serendipity), o que significa
que efeitos secundarios de determinado fairmaco comegaram a ser observados, mesmo que
nao fossem alvo especifico de nenhum estudo, e, a partir de ent3o, eram explorados (PUSHPA-
KOM et al., 2019). Além disso, outras formas de reposicionar farmacos sao possiveis, quando o
mecanismo de a¢ao ou alvo terapéutico de determinado firmaco se mostram importantes no
desenvolvimento de outra doenga, por exemplo (LI; JONES, 2012). Alguns exemplos de farmacos
reposicionados sao o sildenafil, um farmaco conhecido por seus efeitos na disfungao erétil,
que foi inicialmente produzido para tratamento de angina; o minoxidil, desenvolvido para o
tratamento da hipertensio que demostrou ser eficaz na perda de cabelo; a zidovudina ou azido-
timidina (AZT), proposta para o tratamento de cancer, falhou nos testes iniciais, mas ressurgiu
quando houve a necessidade de desenvolvimento rapido de uma terapia para o controle do HIV;
e a duloxetina, indicada para o tratamento da depressao e reposicionada para o tratamento de
fibromialgia JARADA et al., 2020); (ASHBURN; THOR, 2004).

2.4. Amitriptilina

Os antidepressivos triciclicos (ADT) s3o classificados dessa forma porque possuem uma estru-
tura molecular composta por trés cadeias carbonicas ciclicas, sendo duas aromaticas e uma nao
aromatica, ligadas a uma aciclica. Existem dois grandes grupos de ADT, determinados pelo
grupamento contido na cadeia aciclica da molécula, as aminas secundarias e as terciarias. A
amitriptilina (AM) enquadra-se no segundo grupo, ja que possui uma amina terciaria em sua

estrutura (Figura 3).
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N
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Figura 3.: Estrutura molecular da amitriptilina. Retirado de ChemIDplus (2022).
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A AM foi o segundo ADT produzido nos Estado Unidos, em 1960, tendo sido aprovada pelo
FDA, agéncia reguladora americana, para o tratamento da depressio, em 1961 (DAVIS, 2020).
Atualmente, a AM é comercializada amplamente na forma genérica de cloridrato de amitripti-
lina e aparece na Lista Modelo de Medicamentos Essenciais da Organiza¢ao Mundial da Satade
(OMS, 2021), que relaciona medicamentos seguros, eficazes e com boa relagao custo-beneficio
considerados basicos para um sistema de satide, como medicamento indicado para dor, cui-
dados paliativos e desordens depressivas. No Brasil, a AM faz parte da Relagao Nacional de
Medicamentos Essencias (Rename, 2020), que contempla produtos necessarios ao tratamento e

controle da maioria das doengas prevalentes no pais.

A AM é um antidepressivo com propriedades analgésicas, ansioliticas e sedativas indicado para
o tratamento de depressio em suas varias formas e enurese noturna em que causas organicas
foram excluidas. Apesar de ter sua eficicia comprovada, a AM nio é a primeira escolha para
o tratamento dessas condi¢des devido aos varios efeitos colaterais que provoca e ao alto risco
de toxicidade principalmente em sobredosagem, o que serd discutido mais adiante. Segundo
o relatério de avaliagdo realizado pela Agéncia Européia de Medicamentos (EMA) em 2017,
varios estudos indicam que a AM também ¢é eficaz na profilaxia de enxaqueca e alguns tipos de
cefaléia, e no tratamento de dor crdnica, principalmente neuropdtica, e fibromialgia, apesar
de tais indicagoes nao constarem em sua bula (COUCH; GROUP, 2011); JACKSON et al., 2010);
(MOORE et al., 2015); (CARVILLE et al., 2008); (BUHAGIAR et al., 2019).

As doses terapéuticas da AM partem de 10 mg/dia até 150 mg/dia (dose maxima recomendada
de 3 mg/kg/dia para uma pessoa de 50 kg), podendo chegar a 300 mg/dia para pacientes hos-
pitalizados. Geralmente, doses mais préximas do limite superior recomendado s3o utilizadas
para o tratamento da depressdo e desordens associadas, enquanto as doses menores sio indica-
das para o controle de outras condigdes, ou para para o tratamento da depressao de pacientes
vulneraveis, idosos e criangas, ou com histéria recente de infarto do miocardio. Ajustes de dose
devem ser feitos preferencialmente a noite (MCCLURE; DANIELS, 2021) e diversos esquemas
terapéuticos podem ser aplicados dependendo de cada situagao. Apesar de as doses terapéuticas
variarem muito entre as pessoas que utilizam o medicamento (ZIEGLER et al., 1976), em geral,
nas doses convencionais de AM (50 a 150 mg/dia) as concentragoes plasmadticas associadas aos
efeitos antidepressivos esperados encontram-se na faixa de 80 a 200 ng/mL, ou 0,28 20,9 uM,
aproximadamente (EMC, 2021); (WU et al., 2012). A dose de 1000 mg/dia é capaz de provocar
intoxicac¢do e cardiotoxicidade severas (ZHAI et al., 2020), (HIEMKE et al., 2018), (ULRICH et al.,
2001), (KERR et al., 2001), (MCCLURE; DANIELS, 2021); (NELSON; SPYKER, 2017); (CROME,
1986).

A AM pode ser administrada por varias vias, sendo que a mais comum é a oral. E completamente

absorvida no trato gastrintestinal, tem seu pico de concentragao plasmatica em torno de 6 horas
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apods sua administracao e biodisponibilidade de 33% a 62%. Sofre metabolismo de primeira
passagem pelo figado, onde é metabolizada por enzimas do citocromo P450 (CYP3A4, CYP2C19
e CYP2D¢), gerando um metabdlito ativo, a nortriptilina (NOR). Liga-se extensivamente a
proteinas plasmaticas e é altamente lipofilica, sendo absorvida por diversos tecidos. A meia-
vida da AM é 10 a 28 horas, enquanto a da NOR varia de 16 a 80 horas, sendo eliminadas por
excrecao renal (GUPTA et al., 1999).

O principal mecanismo de agao da AM se baseia na inibi¢ao nio seletiva de SERT, com maior
afinidade (Ki=3,13 nM), e NET, com menor afinidade (Ki=13,3). A nortriptilina, produto ativo
do metabolismo da AM, é um potente inibidor do NET, com maior afinidade (Ki=1,49 nM), e
do SERT, com menor afinidade (Ki= 16,5 nM) (LAWSON, 2017). Além disso, a AM é antagonista
de receptores colinérgicos muscarinicos, a1-adrenérgicos, histaminérgicos, serotoninérgicos,
glutamatérgicos (NMDA), bloqueador de canais de cilcio (Ca*"), sédio (Na*) e potassio (K, e
agonista de receptores opioidérgios, o que caracteriza seu amplo perfil farmacoldgico (Tabela 1)
(DAVIS, 2020); (DEVINE, 2016); (CAI; MCCASLIN, 1992); (SINDRUP et al., 2005); (ONALI et al.,
2010).

Os principais efeitos colaterais da AM sao observados principalmente em doses comumente
indicadas para o tratamento da depressdo. Alguns pacientes podem apresentar também alguns
efeitos adversos no sistema nervoso central (SNC) como tontura, sonoléncia, dor de cabeca,
confusao, delirio e possibilidade de aumento de comportamento suicida. O risco de arritmias e
redugio da condugdo cardiaca com prolongamento do intervalo QT existe em casos de sobredo-
sagem (THOUR; MARWAHA, 2019).

Acao farmacoldgica Efeito resultante

Inibi¢ao da recaptagio de NA e 5-HT via NET  Alivio de sintomas depressivos
e SERT, aumento de BNDF

Parassimpatolitica (antagonismo de recepto- Taquicardia, xerostomia, constipagao, reten-

res muscarinicos) ¢ao urinaria
Antagonismo a1-adrenérgico Hipotensao ortostatica
Bloqueio de canais iénicos (Ca*", Na" e K") Redugiao da frequéncia e contragao cardiacas,

controle da dor neuropatica

Anti-histaminico H1 Sedacao, aumento de apetite e ganho de peso

Em sobredosagem (20 mg/kg) a AM costuma apresentar cardiotoxicidade, provocando arritmia e prolon-
gamento do intervalo QT.

Tabela 1.: Principais agoes farmacoldgicas classicas e recentes da amitriptilina. Adaptado de McClure,
2017.
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Os efeitos terapéuticos da AM na depressao surge apds um periodo de 2 a 4 semanas do inicio
do tratamento, dessa forma, alguns trabalhos sugerem outros mecanismos de a¢ao do farmaco,
reforcando as evidéncias de que apenas a teoria das monoaminas nao é capaz de explicar a
depressao, mas que as teorias neurotréfica, neuroimunoldgica e inflamatdria s3o partes igual-
mente importantes no desenvolvimento da doenga (MCCLURE; DANIELS, 2021); (BRUNO et al.,
2020), (SZALACH et al., 2019). O agonismo da AM a receptores tirosinocinase TrkA e TrkB,
sitios de ligacao do fator de crescimento nervoso (NGF) e fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF), respectivamente, que sdo importantes neurotrofinas relacionadas ao desenvolvimento
da depressao (ARTIM et al., 2020), tem sido associada ao componente neurotréfico do seu efeito

antidepressivo (JANG et al., 2009).

Reiterando o papel anti-inflamatério dos antidepressivos, a AM se mostrou capaz de exercer
ag¢do antagonista sobre os receptores do tipo Toll (2 e 4), responsaveis pela indugao de varios
genes envolvidos na resposta imune, incluindo citocinas inflamatérias (MEDZHITOV, 2001);
(HUTCHINSON et al., 2010). Além disso, a amitriptilina se mostrou capaz de modular a res-
posta inflamatéria positivamente em varios modelos experimentais JOHNSON III et al., 2016);
(ACHAR et al., 2009), atenuando a migracao de neutréfilos e a degranulagio de mastdcitos (GUR-
GELetal., 2013), a chegada de leucécitos e os niveis IL-1f e TNF (VISMARI; ALVES et al., 2010)
em edema de pata de ratos, e reduzindo a concentracao de IL-6, TNF, CCL2 e a ativagao de NF-xB
em inflamagao cronica apés implante de biomaterial, em camundongos (SCHEUERMANN et al.,
2021). Alguns estudos apresentam a redu¢ao na produgio de NO, pela via do NF-xB (QIU et al.,
2017), e na concentragao de citocinas pré-inflamatdrias como uma possivel explicagio para os
efeitos anti-inflamatdrios da AM (VISMARI; PALERMO-NETO, 2012); (YARON et al., 1999).

Xia e colaboradores (2019) mostraram que a AM diminuiu a concentragao de TNF em modelo
de coagulopatia induzida por sepse em camundongos. A produgio de TNF é estimulada por
ceramida, responsavel pela supraregulagio da resposta inflamatéria mediada por varios agentes,
gerada apds a quebra da esfingomielina pela enzima esfingomielinase acida (ASM). Recente-
mente um estudo mostrou que a AM foi capaz de inibir a atividade da ASM, reduzindo, assim, a

progressao da aterosclerose em camundongos (LU et al., 2020).

Todos esses estudos confirmam os efeitos anti-inflamatérios da AM, mas aindaniohd umacordo
em relagdo ao seu mecanismo de agao por tras desses efeitos. O presente estudo apresenta
a hipdtese de que a AM teria o potencial de prevenir a doenga aterosclerdtica, atenuando as
etapas iniciais da formagao da placa, reduzindo a captagio de LDLox, a disfungao endotelial e
os eventos inflamatdrios subsequentes a formagao das células espumosas.
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3. Justificativa

As doengas cardiovasculares s3o a maior causa de morte no mundo, sendo que 85% dos casos
fatais decorrem de infarto do miocardio e acidente vascular encefalico, que s3o importantes
consequéncias clinicas da aterosclerose. A aterosclerose é uma doenca inflamatdria cronica
e silenciosa que ocorre quando hd acimulo e oxidagao de LDL na camada intima arterial e,
apesar de existir tratamento, as terapias farmacoldgicas atuais retardam, mas nao previnem a
formacao de placas e nem as recidivas. Dessa forma, o reposicionamento de firmacos surge
como alternativa valiosa empregando a amitriptilina como possivel agente vasoprotetor. Estudos
mostraram que a amitriptilina, um conhecido antidepressivo triciclico, possui caracteristicas
anti-inflamatérias que poderiam atuar nos estagios iniciais da inflamagao que leva a formagao
da placa aterosclerética, impedindo a progressio da doenga. Elucidar o mecanismo de agdo de
doses subterapéuticas da amitriptilina é importante para seu possivel reposicionamento como

um adjuvante na terapia da aterosclerose.
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4. Obijetivos

4.1. Obijetivo geral

Avaliar as alterac¢des induzidas pela LDLox em aortas, células endoteliais e macréfagos e o

impacto do tratamento com a AM sobre estas alteragoes.

4.2. Obijetivos especificos

Avaliar o papel da AM nas alteragoes vasculares e celulares induzidas pela LDLox:

a. avaliar a resposta vascular contratil de aortas;

b. quantificar mensageiros vasoativos (NO e O,"") em células endoteliais;

c. verificar a expressdo de enzimas responsaveis pela produgao de NO (eNOS, nNOS e iNOS)
e envolvidas no estresse oxidativo (subunidades p22 e p47 da NADPH oxidase) em células
endoteliais;

d. determinar a variagdo do transiente de calcio em células endoteliais;

e. analisar a captagdo de LDLox e a expressdo dos receptores CD36 e SRA em macréfagos;

f. mensurar a expressio de iNOS e a secrecao de mediadores inflamatérios (CCL2, TNF,

IL-1p e IL-6) em macréfagos;
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5. Metodologia

5.1. Obtencao da LDLox

5.1.1. Isolamento da LDLn humana

A LDLn utilizada em todos os experimentos deste trabalho foi obtida pelo método proposto por
Chung e colaboradores (1980), que permite a separagao de lipoproteinas através da criagao de
um gradiente descontinuo de densidade por ultracentrifugagdo. Assim, cada lipoproteina pode

ser isolada de acordo com sua faixa de densidade em um tinico ensaio (CHUNG et al., 1980).

Amostras de sangue de individuos saudaveis foram submetidas a centrifuga¢ao por 10 min, a
3.000 rpm, em temperatura ambiente, para separac¢ao do plasma, onde foram adicionados os
conservantes (0,5 % (v/v) de aprotinina, 0,5 % (v/v) de benzamidina 2 mM, 1% de solugao contendo
azida sédica 5 % (v/v), EDTA 8 % (v/v) e clorafenicol 0,1 % (v/v) e 0,05 % de PMSF 0,5 mM em
DMSO). Em seguida, a densidade foi ajustada para 1,21 g/mL (densidade da HDL) com brometo
de potassio (KBr) sélido e a solugao foi distribuida em tubos de polipropileno préprios para
ultracentrifugacao junto com uma solugao de KBr de densidade igual a 1,006 g/mL (densidade
do IDL), formando uma mistura bifdsica. Os tubos foram colocados em ultracentrifuga (Sorvall

Ultra Pro 80, DuPont), 2 50.000 rpm, a 4°C, por 2 horas e meia.

Apés a ultracentrifugagdo, a banda de coloragio amarelada correspondente a fragdo de LDL (d =
1,019 21,063 g/ml) formada no centro dos tubos foi coletada e dialisada por 24 horas sob agita¢ao
constante, em cadmara fria (4°C a 8°C) e ao abrigo da luz, em PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM,
Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM, pH=7,4) para remogao do KBr, com uma troca de tampao na

metade do tempo.

5.1.2. Oxidacao da LDLn humana

A LDL dialisada foi coletada para oxidagao com sulfato de cobre (CuSO,, 5 uM), a 37°C, por 4
horas, sob agitagao constante em estufa. A utilizagao de ions cobre é um método comumente
utilizado em experimentos in vitro para a obteng¢io de LDLox (LARA-GUZMAN et al., 2018);
(LEVITAN et al., 2010). A reagdo foi interrompida com EDTA (EDTA 2:1 CuSO,). Ao final de nova
dialise, com duas trocas de tampao, para remogao do CuSO,, a amostra foi esterilizada com

filtro de seringa de 0.22 um em fluxo laminar e armazenada a -20°C por no maximo 2 semanas.
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5.2. Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados utilizando células endoteliais humanas, macréfagos e frag-
mentos de aorta de camundongo. As concentrac¢oes de LDLox e AM foram as mesmas para
todos os experimentos. A divisao dos grupos experimentais encontra-se na tabela 2 e se deu da
seguinte forma: o grupo controle (CT) recebeu apenas veiculo (gua ultrapura, purificada em
sistema Milli-Q); dois grupos receberam apenas amitriptilina (AM) em concentragdes diferentes
(0,1 uM ou 1 uM); o grupo LDLox recebeu apenas LDLox (50 pg/mL); e dois grupos receberam
uma associagao de LDLox (50 ug/mL) e AM (0,1 uM ou 1 uM). Essas concentragdes de AM foram
utilizadas com base na literatura (WU et al., 2012); (EMC, 2021) e em experimentos anteriores
do nosso grupo. As concentragoes utilizadas para os experimentos em macréfagos e aortas de
camundongos foram escolhidas de acordo com resultados obtidos nas células endoteliais e em

estudos prévios do grupo.

(1) CT (veiculo) (2)AM o,1(0,1 uM) B3)AM 11 M)
(4) LDLox (50 pg/mL) (5) AMox 0,1 (LDLox+AM 0,1 uM) (6) AMox1(LDLox+AM 1 M)

Tabela 2.: Divisao de grupos experimentais: (1) grupo controle (CT); (2, 3) grupos incubados somente com
amitriptilina nas concentragdes 0,1 uM (AM 0,1) e 1 uM (AM 1); (4) grupo incubado com LDLox, 50 ug/mL
(LDLox); (5, 6) grupos incubados com LDLox (50 pg/mL) e amitriptilina nas concentragdes 0,1 uM (AMox
0,1) e1uM (AMox 1).

A amitriptilina foi utilizada neste trabalho na forma de cloridrato de amitriptilina (313,87 g/mol),
facilmente solavel em agua. Aliquotas nas concentragdes 1x107° e 1x10# mol/L em agua ultrapura
foram preparadas, esterilizadas em filtros de 0.22 um e estocadas a -20°C até o momento dos

experimentos.

As amostras (aortas, células endoteliais e macréfagos) foram incubadas por 24 horas com os
diferentes tratamentos junto com o meio de cultura Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM
high glucose, D7777, Sigma-Aldrich, composi¢ao: 4 mM L-glutamina, 4500 mg/L glicose, 1 mM
piruvato de s6dio) suplementado com 1500 mg/L bicarbonato de sédio e 1% (v/v) de antibidticos
(100 UI/mL de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina), livre de soro fetal bovino (SFB), a ndo
ser quando especificado de outra forma no texto. Apés o periodo de incubagdo, o material foi
coletado para a realizacao dos experimentos. As informagoes referentes a divisao dos grupos

experimentais serdo citadas novamente nas se¢oes subsequentes.
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5.3. Experimentos de reatividade vascular em aorta toracica
de camundongo

5.3.1. Animais

Camundongos machos da linhagem Cs7BL/6, com idade entre 14 e 16 semanas, fornecidos pelo
Biotério Central da UFMG, foram utilizados para a obteng¢ao dos anéis de aorta utilizados nos
experimentos de reatividade vascular. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (com no
maximo 5 camundongos por gaiola) acondicionadas em ambiente com temperatura controlada
e ciclos de luminosidade de 12 horas, no biotério do Departamento de Farmacologia do ICB
(UFMG), tendo livre acesso a racao e dgua até o momento dos experimentos. Os experimentos
realizados neste projeto foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

UFMG sob o protocolo niumero 423/2015.

5.3.2. Obtencao dos anéis de aorta e incubacao dos tratamentos

Os animais foram eutanasiados por decapitagao para obtenc¢ao de suas aortas toracicas por
laparotomia. Os vasos, livres de tecido adiposo perivascular e de tecido conjuntivo, foram
transferidos para uma placa de Petri contendo solugao nutritiva de Krebs-Henseleit, pH=7,4
(NaCl 118 mM, KCl 4,7 mM, NaHCO, 25 mM, CaCl,.2H,0 2,5 mM, glicose 11 mM, KH,PO, 1,2
mM, MgSO,.7H,0 1,2 mM), onde foram seccionados em anéis de aproximadamente 3 mm que

foram transpassados por duas hastes metalicas triangulares.

Os anéis foram lavados solugio de Krebs-Henseleit estéril, em capela de fluxo laminar, e trans-
feridos para placas de cultura contendo DMEM (D7777, Sigma-Aldrich, composi¢ao: 4 mM
L-glutamina, 4500 mg/L glicose, 1 mM piruvato de s6dio) suplementado com 1500 mg/L bicarbo-
nato de sédio e 1% (v/v) de antibidticos (100 UI/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina)
reduzido, ou seja, enriquecido com 1% (v/v) de SFB (Gibco™). Em seguida, a incubagdo dos
tratamentos se deu de acordo com a seguinte divisao: o grupo CT recebeu apenas veiculo (agua
ultrapura); um grupo recebeu apenas 0,1 uM de amitriptilina (AM 0,1); outro grupo recebeu
apenas 50 pg/mL LDLox (LDLox); e o Gltimo grupo recebeu uma associa¢ao de LDLox (50 ug/mL)
e AM (0,1 uM). Os vasos foram mantidos em incubadora de CO, a 5%, a 37°C, por 24 horas.
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5.3.3. Montagem e estabilizagao dos vasos em sistema de banho de 6rgaos

Os anéis de aorta foram montados em um sistema de banho de 6rgaos contendo solugao de
Krekbs-Henseleit (a 37°C, pH=7,4) e injegao constante de mistura carbogénica (95% O, e 5%
C0,), simulando condigoes fisiolgicas. As cubas do sistema ficam conectadas a um sistema de
transducao de tensdo que faz os registros de tensao por meio da captagio individual da tensao
isométrica captada por transdutores isométricos (World Precision Instruments, Inc., EUA). Os
sinais captados passam por um amplificador (modelo TBM-4; World Precision Instruments, Inc.,
EUA) acoplado a um computador equipado com uma placa conversora analégico-digital (AD16]R;
World Precision Instruments, Inc., EUA) que faz a conversao dos dados para o programa WinDaq

Data Acquisition (Dataq® Instruments), permitindo a aquisi¢ao dos resultados para analise.

Uma tensao de repouso de 1 g foi aplicada aos anéis adrticos e monitorada por uma hora. A
escolha da tensdo aplicada foi baseada em curvas de tensdo realizadas anteriormente no mesmo
aparelho. Durante o periodo de estabilizagio das preparagoes, a solu¢ao de Krekbs-Henseleit
presente nas cubas foi substituida em intervalos de 15 minutos para evitar o acimulo de meta-
bolitos e garantir a restauragao dos niveis de glicose indispensaveis ao metabolismo vascular.
Todas as etapas do processo foram executadas cuidadosamente para evitar dano aos tecidos

endotelial e muscular.

5.3.4. Teste de viabilidade das prepara¢oes

Todas as preparagdes foram estimuladas com 80 mmol/L de cloreto de potassio (KCl), utilizado
como agente despolarizante para induzir a contragio maxima dos vasos, e aqueles que n3o
responderam ao KClI foram eliminados do estudo. A solu¢ao de Krekbs-Henseleit foi trocada a
cada 15 minutos até a eliminagao completa do KCl. Todos os protocolos de contragao seguintes

foram realizados baseados na contragio maxima ao KCI.

5.3.5. Resposta contratil a fenilefrina e participacao das NOS

As alteracoes provocadas pela pré-incubagao com LDLox e/ou AM na resposta contratil foram
avaliadas por meio de curvas cumulativas concentragio-reposta a fenilefrina (Phe), um agonista
a1-adrenérgico. Para isso, concentragdes crescentes de Phe (107 a10™* M) foram adicionadas

as preparagdes e a contragao obtida em cada ponto foi registrada.
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A participa¢do das NOS nas respostas observadas também foi avaliada. Para isso, algumas
preparagdes foram incubadas por 30 minutos com 300 uM de N¢-Nitro-L-Arginina Metil Ester (L-
NAME, Sigma), um inibidor nao seletivo das NOS, antes da realizacao das curvas concentragao-
resposta a Phe (107Y a10™* M). Os experimentos com o inibidor foram realizados de forma nio
pareada. Todos os resultados obtidos foram expressos em contragao percentual em relagao a

contragao maxima dos vasos ao KCl para posterior comparagao dos dados.

5.4. Cultivo celular

Os experimentos com células foram realizados utilizando-se células endoteliais humanas da
linhagem EA.hy926 (ATCC®CRL-2922™) ou macréfagos de camundongo da linhagem RAW264.7
(ATCC®TIB-71™). A linhagem de células endoteliais humanas EA.hy926 é aderente e foi estabele-
cida por hibridizacao de células primarias HUVEC (células endoteliais de veia umbilical humana)
com a linhagem As49 (células derivadas de tecido carcinomatoso pulmonar). A linhagem de
macroéfagos de camundongo RAW264.7 é aderente e deriva da Leucemia Murina de Abelson.
Tanto as células EA.hy926 quanto as RAW264.7 sao transformadas, ou seja, o fenétipo original
das células é preservado enquanto o gendtipo é alterado, o que proporciona alta taxa de multipli-
cacao e ilimitada capacidade de prolifera¢ao, facilitando o cultivo (ALVES E. A.; GUIMARAES,
2010).

As duas linhagens celulares foram cultivadas separadamente em garrafas de 75 cm?, préprias
para cultivo celular, em incubadora de CO, a 5%, a 37°C, com DMEM suplementado com de 4
mM L-glutamina, 4500 mg/L glicose, 1 mM piruvato de sédio, 1500 mg/L bicarbonato de sédio
e 1% (v/v) de antibidticos (100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) completo,
ou seja, enriquecido com 10% (v/v) de SFB (Gibco™). O subcultivo das células foi realizado de

acordo com as recomedacdes da ATCC® (USA) para cada tipo celular.

Para a realizagdo dos experimentos, as células foram plaqueadas em placas de 12, 24 ou 96 pogos,
de acordo com cada experimento e incubadas com DMEM completo até a confluéncia desejada.
O meio de cultura era, entao, substituido por DMEM reduzido (composi¢ao semelhante a do
DMEM completo, porém com apenas 1% (v/v) de SFB), no qual as células ficavam por até 24 horas
para interromper a proliferagio celular. Em seguida, o meio de cultura reduzido era descartado
e os tratamentos eram aplicados nos pogos juntamente com DMEM livre de SFB (conforme
descrito na se¢ao 5.2, de delineamento experimental), com ou sem vermelho de fenol, para

evitar possiveis interferéncias nos resultados.
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5.5. Experimentos com células endoteliais

5.5.1. Viabilidade celular

Aviabilidade das células endoteliais foi testada utilizando-se um kit de morte celular (V13241,
Molecular Probes, Invitrogen) contendo iodeto de propidio (IP, Aex/\em ~535/617 nm). O IP
penetra nas células cuja membrana ja nao estd mais integra, intercalando-se em seu DNA e
indicando, assim, apoptose tardia ou morte celular (RIEGER et al., 2011), (VERMES et al., 1995),
(FRIED et al., 1976).

Resumidamente, 2x10° células/pogo foram plaqueadas e tratadas em placas de 12 pogos conforme
descrito anteriormente. As células foram lavadas com PBS e desagregadas enzimaticamente
com tripsina-EDTA 0,05%. Ap0s inativagdo da tripsina , o pool de células foi transferido para
microtubos que foram centrifugados para descarte do sobrenadante e ressuspensao com 2
ug/mL de IP por 15 minutos. Em seguida, a leitura de pelo menos 10000 eventos por amostra
foi realizada no citdmetro BD FACS Calibur™ System (BD Biosciences, EUA) do Laboratdrio
de Citometria do ICB (Centro de Laboratdrios Multiusuarios, CELAM, do ICB - UFMG). Os
programas utilizados para aquisi¢ao e analise dos dados foram, respectivamente, o BD FACS
CellQuest Pro e o FlowJov10.0.6 e os resultados foram expressos em porcentagem de células viaveis

(nao marcadas com IP).

5.5.2. Quantificacao de NO e superoxido

Os niveis de NO e dnion O,"™ nas células endoteliais foram analisados por citometria de fluxo
utilizando-se as sondas DAF-FM e DHE (Molecular Probes, EUA). A sonda DAF-FM fluoresce no
verde (Aex/\em ~495/519 nm, SpectraViewer Thermo Fisher Scientific) depois de interagir com
0 NO e fica aprisionada no interior das células por acao enzimatica. O DHE, por sua vez, ao ser
oxidado por espécies reativas, como 0 O, ", liga-se a0 DNA da célula e emite fluorescéncia aver-
melhada (\ex/\em ~518/606 nm, Thermo Fisher Scientific). Depois de difundidas e modificadas
no meio intracelular, as sondas se tornam impermeaveis a membrana, permitindo a detecgio

apenas daquilo que encontra-se no interior das células.

Em resumo, 1x10° células/pogo foram plaqueadas e tratadas em placas de 24 pocos conforme
descrito anteriormente. Apds o descarte dos sobrenadantes, as células foram lavadas com PBS
, dissociadas e transferidas para microtubos (conforme protocolo de viabilidade celular, na
subse¢d05.5.1) para adi¢io das sondas. As sondas DAF-FM (5 umol/L) e DHE (5 umol/L), diluidas
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em DMEM livre de SFB e vermelho de fenol, foram carregadas e as amostras foram colocadas

em incubadora de CO, por 30 minutos, a 37°C.

Além da determinag¢do dos niveis basaisde NO e O, avaliou-se a participagio das NOS, de forma
que algumas células foram estimuladas com ACh (10 pmol/L) por 30 minutos antes da aplicagio
das sondas.As células foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 2% (v/v) em PBS e armazenadas
a4°C,a0abrigo daluz, até o momento daleitura, que foi realizada conforme o protocolo utilizado
no teste de viabilidade celular descrito na subse¢ao 5.5.1. Os resultados foram expressos em
intensidade média de fluorescéncia (MFI) multiplicada pela porcentagem de células marcadas
na populagao total de EA.hy926 (definida com base em tamanho e granulosidade da linhagem

celular utilizada).

5.5.3. Expressao proteica de NOS e NADPH oxidase

A expressao proteica das enzimas produtoras de NO (nNOS, iNOS e eNOS) e ROS (NADPHox) foi
avaliada por imunofluorescéncia em células endoteliais. Para isso, laminulas circulares de vidro
foram descontaminadas (alcool-éter e luz UV) e acondicionadas em placas de 12 pogos, onde
foram plaqueadas 2x10° células/pogo conforme descrito anteriormente. As células aderidas nas
laminulas foram fixadas com PFA a 4% (v/v) em PBS por 10 minutos, lavadas e permeabilizadas
com metanol gelado por 1 minuto e solugao de bloqueio (Triton X-100 0,1% + albumina 1%
em PBS) por 30 minutos. Em seguida, as laminulas foram lavadas para a incubagao por 12
horas com diversos anticorpos primarios, seguidos dos anticorpos secundarios conjugados
as sondas fluorescentes CFL 488 e 647 (1:200, Santa Cruz, EUA), incubados por 2 horas no
escuro. Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-iNOS, anti-nNOS, anti-eNOS,
anti-p47°"°* e anti-p22P"* (1:100, Santa Cruz, EUA).

Aslaminulas foram lavadas e montadas em liminas retangulares de vidro com o meio de monta-
gem ProLong™ Gold Antifade Mountant (Molecular Probes) com DAPI, para identificar os nicleos
celulares no momento da captura das imagens. As liminas foram levadas ao microscépio de
fluorescéncia Nikon Eclipse Ti do Centro de Processamento e Aquisi¢ao de Imagens (CAPI,
ICB-UFMG) para obtengdo das imagens de pelo menos 4 campos por laminula para analise
posterior no programa Image]. Para a captura das imagens, os parimetros de tempo de exposi¢do
e intensidade da luz foram pré-fixados para que a aquisi¢ao de todas as imagens ocorresse sob

as mesmas condigdes.

A analise das imagens foi feita contornando as células inteiras e a intensidade de fluorescéncia

(IF) total foi calculada com a férmula de fluorescéncia corrigida:
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Fluorescéncia Corrigida = IntDen - (area x back) (5.1)

que leva em consideracdo a densidade integrada por célula (IntDen), a area de cada célula (drea) e
uma média de 3 regides do background (back). Os resultados foram expressos em média da IF por

imagem.

5.5.4. Influxo de calcio

As alteragdes no transiente de cdlcio, provocadas pelo estimulo com lisofosfatidilcolina (LPC, 10
1M) (CHAUDHURI et al., 2003) e tratamento com AM, foram avaliadas utilizando a sonda Fluo-
4, capaz de emitir fluorescéncia ao interagir com o calcio citoplasmatico (\ex/\em ~494/506
nm, Molecular Probes). A LPC é um produto da oxida¢ao da LDLn, inclusive por cobre, que é
gerada pela acao da fosfolipase A2 associada a lipoproteinas (Lp-PLA2), uma enzima que circula
ligada a lipoproteinas de alta e baixa densidade e transforma fosfolipidios em lisofosfolipidios.
A LPC é o principal fosfolipidio oxidado encontrado na molécula de LDLox, sendo responsavel
por varios dos efeitos da LDLox (COLLES; CHISOLM, 2000).

Células endoteliais (2x10° células/pogo) foram plaqueadas em placas de 12 pogos e os grupos
experimentais foram divididos da seguinte maneira: o grupo CT recebeu apenas veiculo (Agua
ultrapura); o segundo grupo recebeu apenas 0,1 uM de amitriptilina (AM 0,1); o terceiro recebeu
apenas LPC (10 uM); e o quarto recebeu uma associag¢ao de LPC (10 uM) e AM (0,1 uM). As

amostras foram incubadas por 24 horas com os diferentes tratamentos e DMEM livre de SFB.

O protocolo da se¢ao 5.5.1 com algumas modificagdes foi utilizado. Depois de serem transferidas
das placas para os microtubos, as células foram carregadas com 5 M da sonda Fluo-4 (em PBS)
por 20 minutos no escuro e lavadas com PBS para a leitura do estado basal. Em seguida, a
transiente de clcio foi medida nos tempos 0, 5, 10, 15 e 30 minutos apds estimulo com 10 uM de
ACh. Os resultados foram expressos em MFI relativa ao basal (f/fo, em que fo é a MFI medida
basal, anterior ao estimulo com ACh, e f é MFI medida em cada tempo ap6s a adi¢ao da ACh).



39

5.6. Experimentos com macrofagos

5.6.1. Captacao de LDL oxidada

A avaliagio da formacao de células espumosas foi realizada por fluorescéncia. Macréfagos (2x10°
células/pogo) foram cultivados conforme descrito na se¢ao 5.4 para marcagio da LDLox com a
sonda Vermelho de Nilo (Sigma-Aldrich), que emite fluorescéncia alaranjada (Aem < 570 nm)
ao ligar-se a lipideos neutros presentes na molécula de LDLox, como triglicerideos e ésteres de
colesterol (RUMIN et al., 2015); (GREENSPAN et al., 1985).

Apds o tempo de tratamento, as células foram fixadas com PFA a 4% (v/v) em PBS por 10 minutos,
lavadas e permeabilizadas com solugio de bloqueio (Triton X-100 0,1% + albumina 1% em PBS)
por 30 minutos. Antes da montagem das laminas e obten¢ao das imagens conforme descrito na
se¢a05.5.3, as células foram incubadas por 30 minutos, no escuro, com a sonda Vermelho de

Nilo (0,2 pug/mL).

5.6.2. Expressao proteica dos receptores CD36 e SR-A

Para determinar a expressio proteica de CD36 e SRA, os principais receptores de LDLox em
macroéfagos, realizou-se imunofluorescéncia conforme descrito na se¢ao 5.5.3. Em experimentos
isolados, foram utilizados os anticorpos primarios anti-CD36 ou anti-SR-A (1:200, Invitrogen),

e o anticorpo secunddrio conjugado a sonda fluorescente CruzFluor™ (CFL) 488 (Santa Cruz).

5.6.3. Expressao proteica de iNOS

A expressao proteica de iNOS em macréfagos foi avaliada por imunofluorescéncia conforme
protocolo descrito para as células endoteliais (Se¢do 5.5.3). Foram utilizados os anticorpos

primdrio anti-iNOS e secundario conjugado a sonda fluorescente CFL 488.

5.6.4. Dosagem de mediadores inflamatorios no sobrenadante celular

A determinagao das concentragdes de IL-1, TNF, IL-6 e CCL2 no sobrenadante de macréfagos foi

feita por meio de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), um teste colorimétrico
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imunoenzimatico que permite capturar e detectar proteinas utilizando anticorpos através de
reagOes enzimaticas que geram um produto final colorido mensuravel em espectrofotémetro.
As células foram plaqueadas (1x10° células/poco) e tratadas conforme descrito para o cultivo
celular, na se¢ao 5.4, em placas de 24 pogos. Em seguida, os sobrenadantes celulares foram
coletados e submetidos ao kit ELISA MAX™ Standard Set (Biolegend, EUA) para a quantificagio
de cada mediador de acordo com as instrugdes do fabricante. De forma resumida, microplacas
(Nunc Maxisorp®) de 96 pogos para ELISA foram revestidas com o coating buffer contendo os
anticorpos de captura e armazenadas a 4°C por 12 horas no escuro. As placas foram lavadas
com o wash buffer (Tween-20 0,05 % (v/v) em PBS) entre todas as incubagdes e armazenadas ao
abrigo da luz sempre que necessario. Apds 1 hora de bloqueio (1 % (p/v) de albumina de soro
bovino (BSA) em PBS), os padrdes e as amostras foram incubados por mais 12 horas, a 4°C, até
a incubagdo dos anticorpos de detecgio por 1 hora, em temperatura ambiente. Em seguida,
o complexo Avidina-HRP (horseradish peroxidase) foi incubado por 30 minutos e uma solugao
de ortofenilenodiamina (OPD) composta de OPD 3,7 mM e 2 uL de H,0, 30% (v/v) em 10mL
de tampao citrato-fosfato, acido citrico 28 mM e Na,HPO,.7H,0 94 mM (pH=5) foi utilizada
como substrato. A reagao foi interrompida apés 15 minutos com uma solugao de H,SO,a1 M. A
absorbancia das amostras foi medida no comprimento de onda de 450 nm pelo leitor de placas

Synergy™ 2 utilizando o programa Gens™ (ambos da BioTek® Instruments, Inc).

5.7. Analise estatistica e expressao dos dados

A anilise de todos os resultados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 7.00. A
presenca de outliers foi identificada pelo teste de Grubbs. A distribuicao dos dados foi analisada
com os testes de normalidade de D’Agostino & Pearson ou Shapiro-Wilk. Para os dados com
distribui¢iao normal, foram utilizados o teste t, para comparar 2 grupos, ou a andlise de variidncia
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida do pds-teste de Tukey, para comparar 3 grupos ou mais.
Os resultados dos experimentos de reatividade vascular foram expressos em percentual da
contragido maxima induzida pelo KCI. A concentragdo que induziu 50% de resposta (EC50), a
poténcia do agonista (pEC50, ou pD2, que equivale ao -log EC50) e a resposta maxima (Emax)
provocada pelo agonista também foram determinados por regressao nao linear das curvas
concentragio-resposta obtidas. Todos os resultados foram expressos como média +EPM e

foram considerados estatisticamente significantes os valores de p<0,05.
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6. Resultados

6.1. Resultados do estudo em anéis de aorta de camundongo

6.1.1. Efeito da AM sobre a disfuncao vascular induzida pela LDLox

A exposicao dos fragmentos de aorta a LDLox por 24 horas diminuiu a contragao induzida pela
Phe em relagao ao grupo CT (Figura 4). A AM, por sua vez, potencializou a contragao induzida
pela Phe na auséncia e na presenga de LDLox (Figura 4). Os valores de Emax e pEC50 relativos a

contragao pela Phe sem podem ser consultados na tabela 3.

1007 © 1
LDLox

80- AMO,1
AMox 0,1

Contracao (%KCl 80 mmol/L)

Log (Phe) M

Figura 4.: Efeito vasoconstritor induzido por Phe em anéis de aorta (n=6) de camundongo expostos ou
nao a LDLox e/ou AM. Os dados representam a média =EPM dos valores obtidos. Two-way ANOVA e post
hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam diferenga estatistica (p<0,05) em relagao aos grupos
CT (x), LDLox () e AMox 0,1 ().

Phe sem L-NAME

Grupo CT LDLox AMo,1 AMox 0,1
Emax (%) 60,84 +11,1 36,64+ 8,7 76,41+ 13,5 67,11+ 7,21
pECso 6,24 +0,18 5,82+ 0,20% 7,67 +0,25%7 6,8+0,1%1

Tabela 3.: Valores de Emax e pEC50 da resposta vascular & Phe sem L-NAME de cada grupo experimental.
ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam diferenca estatistica (p<0,05) em relagao
aos grupos CT (x), LDLox () e AMox 0,1 ().
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A adigio de L-NAME gerou um aumento na contrag¢ao de todos os grupos (Figura 5), mas o
aumento da contra¢ao no grupo LDLox foi maior do que no grupo CT, resultando em maior
variagao da area sob a curva (area under curve, AUC). Esse resultado indica indica que ha mais

NO no grupo LDLox.

Na presenca de LDLox, a AM normaliza o delta da AUC com L-NAME, o que mostra que a AM
reduziu o excesso de NO produzido pela LDLox. Por outro lado, a AM também reduziu os niveis
de NO na auséncia de LDLox, ou seja, o delta da AUC dos grupos incubados com AM foram
menores do que os grupos CT e LDLox, independente da LDLox. Os valores de Emax e pEC50

relativos a contracao pela Phe com L-NAME podem ser consultados na tabela 4.
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Figura 5.: Efeito vasoconstritor induzido por Phe em anéis de aorta (n=6) de camundongo expostos ou
nao a LDLox e/ou AM na presenca de L-NAME (300 uM). Os dados representam a média =EPM dos
valores obtidos. Teste t ou ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam diferenca
estatistica (p<0,05) em relacao aos grupos CT (x), LDLox () e entre curvas do mesmo grupo com e sem
L-NAME (#).

Phe com L-NAME

Grupo CT LDLox AMo,1 AMox 0,1
Emax (%) 142.,2. + 8,2 117,2 + 4,6 120,5 £ 11,2 134,3 + 22,1
pECs0 7,58 + 0,14 7,68 +£0,1 8,18 + 0,16 7,73 £0,23

Tabela 4.: Valores de Emax e pEC50 da resposta vascular a Phe com L-NAME de cada grupo experimental.
ANOVA. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.



43

6.2. Resultados do estudo em células endoteliais

6.2.1. Viabilidade celular

Os resultados apresentados na figura 6 representam a porcentagem média de células vivas
em cada grupo avaliado em relagao ao grupo CT. Valores menores de 80% foram considerados
inviaveis. O detergente Triton X-100 1% (v/v) foi utilizado como controle positivo de morte
celular. A andlise dos resultados do ensaio de viabilidade celular (Figura 6) revelou que a LDLox
na concentragao de 80 ug/mL reduziu a viabilidade das células endoteliais, ao passo que as
concentragoes de 25 ug/mL e 50 ug/mL n3o. Dessa forma, a concentragao de 50 pug/mL foi

escolhida por ser a maior concentra¢ao que nao provoca morte celular.

O teste mostrou ainda que as concentracoes de AM utilizadas (0,1 uM e 1 uM), na auséncia ou
presenga de LDLox (50 pg/mL), ndo foram téxicas para as células endoteliais (Figura 6). Baseado
em estudos prévios, a menor concentragao (0,1 uM) foi escolhida para realizar todos os outros

experimentos.
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Figura 6.: Viabilidade das células endoteliais apds exposi¢do a concentragdes diferentes de LDLox (25, 50
e 80 ug/mL) e de AM (0,1 e 1 uM) na presenga e auséncia de LDLox (50 ug/mL) por 24 horas. As barras
representam a porcentagem média =EPM dos valores obtidos de 6 experimentos separados com 10000
eventos cada. As populag¢des com porcentagens médias maiores do que 80% foram consideradas viaveis.
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6.2.2. Quantificacao de NO

Buscando compreender a variagao na resposta contratil observada nos experimentos de reati-
vidade celular, o préximo passo foi quantificar o NO em células endoteliais no estado basal e
estimulado com ACh. Os dados obtidos por citometria de fluxo revelaram que a concentragio
basal de NO foi maior nas células incubadas com LDLox (Figura 7) do que nas do grupo CT. Esses
resultados reiteram o que foi observado na resposta vascular na presenca de LDLox. A incubagao
com AM reduziu os niveis basais de NO em relagao ao grupo CT na auséncia de LDLox e, de

forma mais pronunciada, na presenga de LDLox.

O estimulo com ACh aumentou quantidade de NO em todos os grupos (Figura 7), porém, o
aumento observado nos grupos nao incubados com LDLox foi maior do que naqueles incubados
com LDLox (em relagdo ao estado basal). Essa diferenga pode ser visualizada no grafico da figura
7 pela diferenca entre as barras que representam o NO basal e o estimulado com ACh. A AM nio
alterou o NO estimulado com ACh em relagdo ao grupo CT, mas reduziu os niveis de NO em

relagdo ao grupo LDLox na presenga de LDLox.
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Figura 7.: Resultados obtidos por citometria de fluxo em células endoteliais incubadas ou nio com LDLox
e/ou AM por 24 horas. As colunas mais claras representam os niveis de NO no estado basal e as mais
escuras o NO estimulado com ACh. Os dados representam a média da intensidade de fluorescéncia (MFI)
da sonda DAF multiplicada pela porcentagem de células de cada populagio =EPM. Os valores foram
obtidos de 4 experimentos separados com 10000 eventos cada (n=4). ANOVA e post hoc de Tukey. Os
diferentes simbolos representam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos grupos CT (x), LDLox (1) e
AMox 0,1 (7). A porcentagem de aumento de cada grupo encontra-se acima de sua respectiva coluna.
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6.2.3. Expressao proteica das NOS

Os resultados de imunofluorescéncia mostraram que a LDLox reduziu a expressdo proteica de
eNOS (Figura 8 A) e nNOS (Figura 8 B) e aumentou a de iNOS (Figura 8 C) nas células endoteliais
em relagao ao grupo CT. A incuba¢ao com AM na auséncia de LDLox reduziu a expressao de
todas as isoformas da NOS em relagio ao grupo CT, como pode ser visto na figura 8. Na presenca
de LDLox, a AM nao alterou o efeito produzido pela LDLox na expressao de eNOS e nNOS, mas

reduziu a expressao de iNOS quando comparada ao grupo LDLox (Figura 8).
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Figura 8.: Expressdo de eNOS (A), nNOS (B) e iNOS (C) por imunofluorescéncia em células endoteliais
incubadas ou ndo com LDLox e/ou AM por 24 horas. As colunas representam a média da intensidade de
fluorescéncia =EPM por imagem. O n amostral de cada grupo estd indicado nas colunas. ANOVA e post
hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam diferenca estatistica (p<0,05) em relagao aos grupos
CT (%), LDLox () e AMox 0,1 (7). As imagens representativas de cada grupo estao indicadas no painel. A
média de cada grupo encontra-se acima de sua respectiva coluna.
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6.2.4. Efeito da AM no estresse oxidativo induzido por LDLox
|. Deteccao de espécies reativas de oxigénio

Os resultados dos experimentos de citometria para a detecgao de ROS mostraram que a quanti-
dade basal de O, (Figura 9) foi maior nas células incubadas com LDLox e/ou AM em relagdo ao
grupo CT. Na auséncia de LDLox a AM provocou aumentono O,”~ basal, ao passo que, na presenca
de LDLox, provocou redugdo. Para investigar a origem do O,, as células foram estimuladas
com ACh.

Os resultados obtidos apds estimulo com ACh encontram-se na figura 9. A ACh aumentou
a quantidade detectada de ROS nos grupos incubados com LDLox e/ou AM. Na presenca de
LDLox, a AM reduziu os niveis de O,”” em relagao ao grupo LDLox. Na auséncia de LDLox, a

incubagao com AM gerou um aumento de ROS em relagao ao grupo CT.

Superoxido (n-4)

150007 mm Ach
Basal

Figura 9.: Dosagem de O, por citometria de fluxo em células endoteliais incubadas ou ndo com LDLox
e/ou AM por 24 horas, no estado basal e apés estimulo com ACh (10 uM) por 30 minutos (A). Os dados
representam a média da intensidade de fluorescéncia multiplicada pela porcentagem de células de cada
populagao +EPM. Os valores foram obtidos de 4 experimentos separados com 10000 eventos cada (n=4).
ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam diferenca estatistica (p<o,05) em relagao
aos grupos CT (), LDLox () e AMox 0,1 (7). A porcentagem de aumento de cada grupo encontra-se acima
de sua respectiva coluna.



Il. Expressao proteica de NADPH oxidase

Com base nos resultados de ROS, a expressio proteica das subunidades p22P"°* e p47Ph** NADPHox
foi avaliada. Como pode ser visto na figura 10, a incubagao com AM aumentou a expressao das
duas subunidades da NADPHox independente da LDLox, assim a AM nao foi capaz de reverter

a alteragao provocada pela LDLox via NADPHox.
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Figura1o.: Em A, expressao das subunidades p22 e p47 da NADPH oxidase por imunofluorescéncia em
células endoteliais incubadas ou nao com LDLox e/ou AM por 24 horas. As colunas representam a média
da intensidade de fluorescéncia =EPM por imagem. O n amostral de cada grupo esta indicado nas
colunas. ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam diferenga estatistica (p<0,05)
em relagao aos grupos CT (x), LDLox (f) e AMox 0,1 (7). A média de cada grupo encontra-se acima de sua
respectiva coluna. Em B, imagens representativas de cada grupo.

6.2.5. Avaliacao do transiente intracelular de calcio

O célcio é um sinalizador de extrema relevincia para varios processos celulares. Como houve
variacao nos niveis de NO apds estimulo com ACh e o calcio é essencial no mecanismo de
produgao de NO estimulada por ACh, foi realizada a analise do transiente de calcio em células

endoteliais no estado basal e apds estimulo com ACh durante 30 minutos.
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Os resultados de calcio basal mostraram que a [Ca**]; foi maior nas células pré-incubadas com
LPC por 24 horas quando comparadas as do grupo CT (Figura 11 A). A incubagido com AM na
auséncia de LPC nao alterou a [Ca*']; em relagdo ao grupo CT (Figura 11 A). Quando as células
foram estimuladas com ACh, a LPC aumentou a [Ca**]; nas células endoteliais a partir do décimo
minuto (Figura 11 B). A AM, na auséncia ou presenga de LPC, manteve a [Ca**]; igual a do grupo
CT (Figura 11 B), mas inibiu o pico de calcio observado no grupo CT nos primeiros 5 minutos de

estimulo com ACh.
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Figura 11.: Concentragdes intracelulares de calcio no estado basal e ap6s estimulo com ACh, quantificado
por citometria de fluxo com a sonda Fluo-4. Em A, os dados representam a MFI da sonda Fluo-4, calculada
multiplicando-se a média da intensidade de fluorescéncia captada pela porcentagem de células de cada
populacao £EPM. Em B, o grafico mostra a razao entre os valores de MFI apés estimulo com ACh e no
estado basal de cada grupo em cada tempo analisado, ao longo de 30 minutos. Os valores foram obtidos
de 8 experimentos separados com 10000 eventos cada. ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos
representam diferenca estatistica (p<0,05) em relagdo aos grupos CT (x), LDLox (}) e ao tempo zero do
proprio grupo (#). A média de cada grupo encontra-se acima de sua respectiva coluna.

6.3. Resultados do estudo em macrofagos

6.3.1. Captacdo de LDLox

Diante dos resultados obtidos em vasos e células endoteliais, o efeito da AM em macréfagos
incubados com LDLox foi avaliado. Diferente das células endoteliais, os macréfagos possuem
natureza fagocitica, sendo responsaveis pela captagao da LDLox e formacao de células espumo-
sas, processo importante na progressao da placa aterosclerética (BEKKERING et al., 2014). A

AM foi capaz de reduzir a captagao de LDLox, como pode ser visto na figura 12.
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Figura 12.: Captagao de LDLox por fluorescéncia em macréfagos incubados ou n3o com LDLox e/ou
AM por 24 horas. As colunas representam a média da intensidade de fluorescéncia +EPM por imagem.
O n amostral de cada grupo esta indicado nas colunas. Teste t nao pareado. O simbolo t representa
diferenca estatistica (p<0,05) em relagio ao grupo LDLox. A média de cada grupo encontra-se acima de
sua respectiva coluna. As imagens representativas de cada grupo estio indicadas no painel.

6.3.2. Avaliacao da expressao proteica de receptores CD36 e SRA

A anilise da expressio dos receptores CD36 e SR-A revelou que a expressao dos dois receptores,
SRA e CD36, foi maior nos grupos incubados com LDLox em relagio aos respectivos grupos CT.
A incubagao com AM aumentou a expressao basal de SRA (Figura 13) e CD36 (Figura 14). Por
outro lado, na presenga de LDLox, a AM provocou duas situagoes distintas: reduziu a expressao
de SRA (Figura 13) e aumentou a de CD36 (Figura 14).
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Figura 13.: Expressao do receptor SRA em macréfagos incubados com LDLox e/ou AM por 24 horas. As
colunas representam a média da intensidade de fluorescéncia =EPM por imagem. O n amostral de
cada grupo esta indicado nas colunas. ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam
diferenca estatistica (p<0,05) em relag¢do aos grupos CT (x), LDLox () e AMox 0,1 (7). A média de cada
grupo encontra-se acima de sua respectiva coluna. As imagens representativas de cada grupo estao
indicadas no painel.
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Figura 14.: Expressdo do receptor CD36 em macréfagos incubados com LDLox e/ou AM por 24 horas.
As colunas representam a média da intensidade de fluorescéncia +EPM por imagem. O n amostral de
cada grupo estd indicado nas colunas. ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos representam
diferenca estatistica (p<0,05) em relag¢do aos grupos CT (x), LDLox () e AMox 0,1 (7). A média de cada
grupo encontra-se acima de sua respectiva coluna. As imagens representativas de cada grupo estio
indicadas no painel.

6.3.3. Avaliacao da expressao proteica de iNOS

A LDLox aumentou a expressao proteica de iNOS tanto em células endoteliais quanto em macré-
fagos (Figura15). O resultado refor¢a o papel da LDLox na ativa¢ao da iNOS observado em células
endoteliais. A AM reduziu a expressao de iNOS na presenca de LDLox e nao foi diferente em
relacao ao grupo CT na auséncia de LDLox (Figura 15 A). Esses resultados confirmam que a AM

reduz a expressio de iNOS induzida por LDLox, assim como ocorreu com as células endoteliais.
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Figura1s.: Em A, expressdo de iNOS por imunofluorescéncia em macréfagos incubados ou nao com
LDLox e/ou AM por 24 horas. As colunas representam a média da intensidade de fluorescéncia =EPM por
imagem. O n amostral de cada grupo esta indicado nas colunas. ANOVA e post hoc de Tukey.Os diferentes
simbolos representam diferenca estatistica (p<0,05) em relagio aos grupos CT (x), LDLox () e AMox 0,1
(7). A média de cada grupo encontra-se acima de sua respectiva coluna. Em B, imagens representativas
de cada grupo.
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6.3.4. Dosagem de mediadores inflamatorios no sobrenadante celular

Os resultados revelaram que a incuba¢ao com LDLox promoveu o aumento de todos os mediado-

res pré-inflamatdrios avaliados (CCL2, IL-6, IL-13 e TNF) em relagio ao grupo CT (Figura 16). Na

presenca de LDLox, a AM foi capaz de reduzir os niveis de CCL2, IL-6, IL-1p e TNF aumentados

pela LDLox (Figura 16). A incubagiao com AM na auséncia de LDLox nao provocou diferengas em

relagdo ao controle (Figura 16).
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Figura16.: Dosagem de citocinas no sobrenadante de macréfagos por ELISA apds incubagdo com LDLox
e/ou AM por 24 horas. As colunas representam a média +EPM dos valores obtidos. O n amostral de
cada grupo estd indicado nos titulos dos graficos. ANOVA e post hoc de Tukey. Os diferentes simbolos
representam diferenga estatistica (p<0,05) em relacdo aos grupos CT (%), LDLox () e AMox 0,1 (7). A

média de cada grupo encontra-se acima de sua respectiva coluna.
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6.4. Resumo dos resultados

O presente trabalho mostra de forma consistente os seguintes resultados. A LDLox foi capaz de
aumentar os niveis basais de NO via aumento na expressio de iNOS, reduzindo a contratilidade
induzida pela Phe; promover estresse oxidativo, via aumento de ROS; aumentar o calcio intrace-
lular; induzir o aumento da captagio de LDLox, via aumento na expressao dos receptores CD36 e
SRA; e elevar a concentragio de CCL2, IL-6, IL-1p e TNF. AAM modulou as alteragdes induzidas
pela LDLox prevenindo a hiporresponsividade vascular induzida pela LDLox, reduzindo a pro-
dugao de NO pela iNOS e o influxo de calcio aumentado pela LPC. Dessa forma, a AM atenuou o
acimulo de LDLox via redu¢ao na expressao de SRA e, consequentemente, diminuiu a liberagao
de CCL2, IL-6, IL-1B e TNF. Por fim, a AM, por si, aumentou a resposta contratil induzida pela
Phe e reduziu a expressio das 3 isoformas da NOS, porém, aumentou a quantidade detectada de
NO apés estimulo com ACh, reduziu a [Ca**]; e aumentou a expressao dos receptores de LDLox
(CD36 e SRA) sem alterar a concentragiao de CCL2, IL-6, IL-1 e TNF. A figura 17 consiste na

representa¢ao esquematica do resumo dos resultados encontrados neste estudo.
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Figura 17.: Representacao esquemadtica do resumo dos resultados apresentados no presente trabalho. O
esquema 1 mostra os efeitos da AM (0,1 uM) sobre as respostas do controle (simbolos em lilas); 0 esquema
2, as alteragdes provocadas pela LDLox (50 ug/mL) sobre o controle (simbolos em preto) e a agdo da AM
sobre as alteragdes provocadas pela LDLox (simbolos em amarelo).
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7. Discussao

7.1. Efeitos da exposicao a LDLox

A aterosclerose é uma doenga progressiva e silenciosa que pode ser evitada e tratada pelo controle
dos fatores de risco e por uma gama de farmacos. Mesmo assim, as DCV continuam sendo
a maior causa de mortes no mundo desde 1990 (RITCHIE; ROSER, 2018), o que intensifica a
necessidade da busca por mais opgdes de tratamento para a doenga. No presente estudo, a
pré-incubagiao com LDLox (50 ug/mL) por 24 horas reduziu a contra¢ao a Phe em relagio ao
grupo CT e tal resposta foi associada ao aumento da expressao de iNOS em células endoteliais,
resultando em aumento dos niveis basais de NO. Além disso, uma vez que a iNOS é expressa, é
capaz de produzir de 100 a 1000 vezes mais NO do que as isoformas constitutivas (KIBBE et al.,
1999). Além disso, como mostrado por Strunk e colaboradores (2001), a indugdo prolongada
da expressio da iNOS pode levar a hiporresponsividade vascular em ratos com sepse induzida
por LPS devido as altas quantidades de NO produzidas. Tal fato leva a um quadro hipotensivo
sistémico que é revertido pela inibig¢ao seletiva da iNOS (STRUNK et al., 2001). Estes dados
sao suportados pelo significativo aumento na contratilidade dos vasos tratados com LDLox
em presenga de L-NAME. Navia-Pelaez e colaboradores (2017) mostraram que a incubagdo
com uma concentra¢ao menor de LDLox (25 pg/mL) por 6 horas aumentou a resposta contratil
de aorta de camundongo a Phe (NAVIA-PELAEZ et al., 2017). Este é um exemplo de que o
tempo de incubagio, a concentragao de LDLox, a forma de oxidagao da lipoproteina e o modelo

experimental podem determinar o perfil de resposta observado.

Em um primeiro momento, a LDLox pode provocar redu¢ao na biodisponibilidade de NO associ-
ado ao desacoplamento da eNOS e nNOS (CAMPOS-MOTA et al., 2017) e consequente aumento
da vasoconstri¢io induzida pela Phe. Com o prolongamento do estimulo, o perfil de resposta
muda, uma vez que é ativada a cascata inflamatdria provocando aumento na expressao da iNOS
e na produgao basal de NO. Em paralelo, ha intensa liberagao de mediadores inflamatérios e
espécies reativas de oxigénio (levando ao estresse oxidativo) que, juntos, alimentam a lesao
aterosclerdtica (DETMERS et al., 2000); (GLIOZZI et al., 2019). No presente estudo, quando foi
analisado o delta da AUC na presenca e auséncia de L-NAME, observou-se que o tratamento
com a LDLox levou a um aumento da variagao observada, sugerindo aumento na biodisponibili-
dade de NO neste grupo. Como a tnica isoforma das NOS aumentada neste grupo foi a iNOS,

conclui-se que tal aumento de NO foi devido ao aumento da iNOS.

Para os experimentos de reatividade vascular, os anéis adrticos foram pré-incubados por 24

horas em meio de cultura e em incubadora de CO, antes da montagem no sistema de banho de
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orgaos e avaliacao da resposta vascular, de acordo com uma adapta¢ao do protocolo de Navia-
Pelaez e colaboradores (NAVIA-PELAEZ et al., 2017), que utilizaram um tempo de 6 horas de
pré-incubagdo. O periodo de pré-incubagao de 24 horas, por si s6, parece ter levado a uma
hiporresponsividade ao agonista contratil Phe, reduzindo a contra¢ao maxima, bem como a
sustentac¢ao necessaria para a realizagio das curvas de relaxamento. Dessa forma, apenas as
alteracoes contrateis a Phe foram avaliadas. Esta limitagao impossibilitou a avaliagao da integri-
dade endotelial das preparagdes utilizadas neste estudo. Na tentativa de contornar tal limita¢ao,
foi realizada, em paralelo, a montagem de anéis adrticos recém-isolados de camundongo pelo
mesmo experimentador e seguindo o mesmo critério em todas as montagens, para a verificagio
da integridade endotelial. Logo, a possibilidade de falha mecanica durante o processo de mon-
tagem foi minimizada. Contudo, como a resposta ao KCl foi preservada, os dados de contragao
vascular induzida pela Phe foram expressos como percentual da contra¢ao maxima ao KCl de

cada preparagao individualmente.

Varios estudos mostraram que a disfun¢ao endotelial provocada pela LDLox promove o desaco-
plamento de eNOS e nNOS, causando redu¢ao na produc¢ao de NO (NAVIA-PELAEZ et al., 2017);
(CAMPOS-MOTA et al., 2017); (GRADINARU et al., 2015); (STEPP et al., 2002). Além disso, a
LDLox consegue inibir a eNOS por meio de altera¢des estruturais nas caveolas — um tipo de
balsa lipidica membranar onde a eNOS fica ancorada — promovendo o deslocamento da eNOS
e da caveolina, uma proteina de ancoragem da eNOS na caveola, para outro sitios na célula
(SHAUL, 2003). Neste trabalho foi visto que a LDLox reduziu a expressao total de eNOS e nNOS
e a producao de NO estimulada por ACh quando comparada ao grupo CT. Além disso, a LDLox
aumentou os niveis de O, no estado basal e apds estimulo com ACh, sugerindo também um

provavel desacoplamento destas enzimas.

Apesar de o desacoplamento de eNOS e nNOS estar associado a produgio de O,”, a maior fonte
de ROS nos vasos sanguineos é a NADPHox (OU et al., 2010). Azumi e colaboradores (2002)
mostraram que existe correlacdo entre a produgao de ROS e a expressio de NADPHox (p22-phox)
com a LDLox em cardtidas de pacientes com angina pectoris (AZUMI et al., 2002). A NADPHox
possui duas subunidades cataliticas associadas que ficam na membrana (p91Ph* e p22Ph%) e
trés regulatérias que ficam no citosol (p47°"%, p40PP* e p67P"°%). Para que ocorra a ativagio da
NADPHox, é necessdria a migracio do complexo citosélico para a membrana, onde a p47°Ph**
interage com a p22P"* depois de sofrer fosforilagio. Wang e colaboradores (2018) viram que a
LDLox é capaz de induzir a migracao de p47-phox para a membrana (WANG et al., 2018). Neste
trabalho foi visto que a LDLox aumenta a expressio de p22Ph% e p47Ph% em células endoteliais.
Quando 0 O, interage com o NO, favorece a disfun¢ao endotelial por meio da redugio da bio-
disponibilidade do NO e da formagiao de ONOO", levando a progressao da placa aterosclerdtica
na presenga de LDLox (NAVIA-PELAEZ et al., 2017). O ONOO" é uma espécie reativa altamente

deletéria gerada apds a rea¢ao do O,”” com o NO que provoca peroxidagao e nitra¢ao de varios



55

substratos organicos, deplecao de BH4 e desacoplamento das NOS constitutivas (DAVIGNON;
GANZ, 2004). No entanto, o presente estudo nao avaliou os niveis de ONOO".

A LDLox pode induzir a ativagao de diversas vias pré-inflamatdrias, como a do NFxB, induzindo
atranscricao génica de iNOS e mediadores pré-inflamatdrios (ANRATHER et al., 2006); (BONO-
MINIetal., 2015). Segundo Leiva e colaboradores (2015), a LDLox é capaz de estimular a produgao
de ROS e aliberagao de CCL2, TNF e IL-1f. Em concordincia com a literatura, foi mostrado
no presente estudo que a LDLox aumentou a expressio de iNOS e os niveis CCL2, IL-6, IL-1f e
TNF em macréfagos. Uma importante etapa relacionada a ativagao de vias pré-inflamatdrias é
reconhecimento da LDLox pelos receptores de LDLox, o que também foi mostrado neste estudo.
Em relagao ao grupo CT, a LDLox provocou aumento na expressao dos receptores CD36 e SRA.
Esses dados corroboram com Bekkering e colaboradores (2014) que mostraram que a exposicao
prolongada com LDLox (por 24 horas) promoveu a formacao de células espumosas pelo aumento
da expressao dos receptores scavenger CD36 e SRA, resultando em aumento na produgao de
varios mediadores inflamatérios como IL-6, TNF, IL-8, IL-18 e CCL2 (BEKKERING et al., 2014).

O célcio é um importante segundo mensageiro envolvido em uma série de eventos celulares,
desde a produgao de NO pelas NOS constitutivas nas células endoteliais e a contragio muscular
nas células musculares lisas, até a apoptose em diversos tipos celulares. Maziere e colaboradores
(2005) mostraram que a LDLox é capaz de aumentar os niveis de calcio intracelular, assim
como a LPC, um importante componente da molécula de LDLox associada aos seus efeitos
pré-aterogénicos (MAZIERE et al., 2005). Nos resultados aqui apresentados, a LPC (10 uM)
produziu um aumento sustentado na [Ca*]; a partir de 10 minutos do estimulo com ACh em
células endoteliais, a0 passo que no grupo CT houve somente um pico de calcio apds 5 minutos de
estimulo. Além disso, o calcio basal também estava aumentado no grupo LPC em relagao ao grupo
CT. Tal resultado esta em concordancia com os resultados de Chaudhuri e colaboradores (2003),
que mostraram um aumento intracelular de calcio provocado pela LPC (12,5 uM) em células
endoteliais sem estimulo com ACh (CHAUDHURI et al., 2003). O aumento da [Ca*']; também
esta relacionado a ocorréncia de apoptose por meio da ativagio de inflamassoma e caspases
(ORRENIUS et al., 2003), e da amplificagao da secre¢io de IL-1f3, IL-6 e TNF, favorecendo um
estado pré-inflamatério (ROSSOL et al., 2012). Seabra e colaboradores (1998) mostraram que a
inibi¢ao da elevagdo de calcio intracelular, por meio do bloqueio de canais de cilcio na membrana,
reduziu a produgao de TNF em células de Kupffer (macréfagos residentes no figado) (SEABRA
etal., 1998). Logo, moduladores do aumento de calcio induzido por lipideos oxidados seriam de

extrema utilidade clinica para o manejo da doenga aterosclerdtica.
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7.2. Efeitos da AM sobre as altera¢oes induzidas pela LDLox

O objetivo geral do presente estudo foi investigar os efeitos da AM nas alteragdes provocadas
pela LDLox em aortas e macréfagos murinos, e em células endoteliais humanas. Portanto, foi
utilizado um modelo de incubagdo prolongada (por 24 horas) de células e vasos com LDLox
(50 ug/mL), crucial para o inicio e a manutengao da resposta imunoinflamatéria caracteristica
da doenga. Como discutido anteriormente, os resultados obtidos mostraram que o modelo
in vitro escolhido foi capaz de reproduzir alguns dos eventos iniciais envolvidos na formagao
da placa aterosclerética. Como dito nos resultados, desafio com LDLox na concentrag¢ao de
50 ug/mL foi escolhido porque esta foi a maior concentragio de LDLox que nao apresentou
citotoxicidade. Além disso, tal concentracao de LDLox encontra-se dentro da faixa comumente
utilizada em modelos in vitro para estudar a aterosclerose (XAVIER et al., 2004). A concentragao
de 0,1 uM de AM, por sua vez, foi escolhida por ter sido considerada subterapéutica de acordo
com as estimativas realizadas e com a literatura. Em seu uso como antidepressivo e analgésico,
estima-se que as concentragoes plasmaticas sejam de aproximadamente 80 a 200 ng/mL, ou
0,28 20,9 UM (EMC, 2021); (WU et al., 2012). Dessa forma, é plausivel dizer que a exposi¢ao
das células e dos vasos a concentragio de 0,1 uM de AM simulou uma dose subterapéutica do

fArmaco.

Varios estudos tém mostrado o papel anti-inflamatério dos ADT, reduzindo o recrutamento de
células do sistema imune, a liberagao de citocinas pré-inflamatorias e a ativagao de vias pro-
inflamatdrias (BIANCHI; PANERAI, 1996). No estudo de Lu e colaboradores (2020), a AM inibiu
a aterosclerose e a esteatose hepatica nio alcodlica em camundongos por meio da modulagio
de esfingolipidios de membrana, reduzindo a produgao de ceramida e, consequentemente,
a expressao de citocinas pré-inflamatérias e ativagio de vias apoptéticas (LU et al., 2020).
Além disso, ja foi mostrado também que a AM pode prevenir a angiogénese (GUAN et al.,
2019), processo pro-aterogénico que favorece a instabilidade da placa e a ocorréncia de eventos
tromboembélicos (CAMARE et al., 2017).

No presente estudo a AM foi capaz de reverter a queda acentuada da contragao observada no
grupo LDLox, aproximando a resposta observada a que foi vista no controle. Além disso, a
andlise do delta da AUC na presenga do L-NAME mostrou que a diferenga do grupo incubado
com LDLox e AM foi menor que o do grupo incubado apenas com LDLox, sugerindo que a AM
reduz o aumento de NO induzido pela LDLox. Na presenca de LDLox, a quantidade de ROS
detectada no grupo incubado com LDLox e AM foi menor quando comparada a do grupo LDLox,
porém, a AM nio foi capaz de restaurar a expressio de eNOS e nNOS (reduzidas pela LDLox),
o que pode justificar o menor aumento de NO apéds estimulo com ACh em células endoteliais.

Contudo, tanto a expressao de iNOS quanto o NO basal foram significativamente menores no
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grupo incubado com LDLox e AM. Esses resultados estao em concordancia com um estudo que
avaliou os efeitos de ADT em modelo de dor neuropatica em ratos, em que a administragao em
dose tinica da AM (25 mg/kg) foi eficaz em promover antinocicepg¢ao por meio da inibigao da
iNOS no SNC (FARGHALY et al., 2012). Portanto, os dados aqui apresentados sugerem que a AM
poderia reduzir a resposta inflamatdria controlando a expressao de iNOS induzida pela LDLox.

Na presenca de LDLox, a AM aumentou a expressao de receptores CD36, porém, a captacao de
LDLox foi atenuada, o que provavelmente estd relacionado a redugao na expressao de receptores
SR-A observada em macréfagos. Em 2010, Mikinen e colaboradores mostraram que o silencia-
mento de um dos receptores, CD36 ou SR-A, é eficaz em reduzir a aterogénese em camundongos
e macréfagos da linhagem RAW264.7 incubados com LDLox por 24 horas. Foi mostrado também
que a falta de um receptor pode ser compensada pelo aumento na expressio do outro (MAKINEN
etal., 2010). Além disso, a AM reduziu o transiente de calcio em células endoteliais na presenca
de LDLox, tanto no estado basal quanto apés estimulo com ACh. Rahaman e colaboradores (2011)
mostraram que a captagao de LDLox, que também pode ser realizada pela célula endotelial, é
um processo dependente de cilcio (RAHAMAN et al., 2006). No grupo incubado com LDLox e
AM houve também redugdo na expressio de iNOS e na liberagio dos mediadores inflamatdrios
CCL2, IL-6, IL-1p e TNF no sobrenadante de macréfagos em relagio ao grupo LDLox. Em um
modelo de fibrose pulmonar em ratos, a AM (10 mg/kg) reduziu a expressao de iNOS e NF-xB e
os niveis de TNF (ZAAFAN et al., 2019). Dessa forma, esses resultados sugerem que a AM possui

um papel no controle dos eventos pré-inflamatérios desencadeados pela LDLox.

Outra hipdtese de mecanismo por tras das agoes da AM sobre as alteragoes induzidas pela LDLox,
além da inibigao de vias pré-inflamatorias, seria a ativa¢ao de vias anti-inflamatérias. Kubera
e colaboradores (2000) mostraram que a administragao de AM (10 mg/kg) em camundongos
Cs57BL/6, por 4 semanas, aumentou a secre¢ao da citocina anti-inflamatéria IL-10. Além disso,
alguns trabalhos mostram que o efeito anti-inflmatorio da AM esta relacionado a reducao de
estresse oxidativo. Kolla e colaboradores (2005) viram que o tratamento com AM (100 pM por 24
horas ou 50 M por 48 horas) estava associado a um aumento da atividade da SOD em células
PCi12 de rato (KOLLA et al., 2005). O O,"” pode ser regulado pela atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD), facilitando a conversio de O,"” em H, O, e contribuindo no controle do estresse
oxidativo celular. No presente trabalho, embora a expressio de NADPHox n3o tenha sido alterada
no grupo incubado com LDLox e AM, a atividade da enzima parece ter sido reduzida, uma vez

que os niveis de ROS foram menores neste grupo em rela¢ao ao grupo LDLox no estado basal.
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7.3. Efeitos isolados da AM

Em doses terapéuticas, a AM geralmente produz hipotensao ortostatica devido ao antagonismo
de receptores a1-adrenérgicos e ao bloqueio do influxo de calcio em células musculares lisas
(VILA et al., 1999). Em um estudo que avaliou o efeito de ADT em aortas de rato, a AM atenuou a
contrag¢ao em anéis adrticos sem endotélio e o relaxamento provocado pela AM foi independente
de endotélio (HUANG, 1996). Entretanto, no presente trabalho, o grupo incubado apenas com
AM apresentou um aumento na resposta contratil a Phe em relagio ao grupo CT, resultado
atribuido a reduc¢ao da expressao das NOS e, consequentemente, dos niveis de NO em células
endoteliais. Além disso, o delta da AUC com L-NAME dos grupos incubados apenas com AM foi
menor em relagao ao grupo CT, indicando menor biodisponibilidade de NO. Esses resultados
estao em concordancia com dados ainda em fase de publicagio pelo nosso grupo que mostram
que, com 30 minutos de tratamento, a AM (0,1 uM) reduziu a produgio de NO em células
endoteliais. Alguns dados na literatura sugerem que o potencial efeito anti-inflamatério da
AM esteja associado a redugao de NO pela iNOS (VISMARI; PALERMO-NETO, 2012). Yaron e
colaboradores (1999) viram que a AM (0,3 a 2 ug/mL) reduziu o NO estimulado por LPS e citocinas
em modelo de inflamacao articular em células sinoviais humanas, mas nao alterou a produgao
de NO em células saudaveis (YARON et al., 1999). Alguns autores viram que a AM pode mudar

seu perfil de resposta com base na concentragao ou dose utilizada JOSHI et al., 1999).

Apesar da discreta alteragao basal de NO, os niveis de NO ap6s estimulo com ACh foram seme-
lhantes aos do controle. Embora conflitante, este dado sugere que a redugao da expressao das
NOS constitutivas, induzida pela AM, parece niao reduzir a atividade destas enzimas ap6s 24
horas de incubagao. Pelo contrario, para a manutenc¢ao dos niveis estimulados de NO diante
da redugao da expressao das NOS, estas enzimas deveriam encontrar-se mais ativas. No en-
tendo, a analise do estresse oxidativo mostrou que os niveis de ROS também aumentaram apds
estimulo com ACh no grupo incubado com AM, sugerindo atividade enzimatica em um estado

desacoplado.

No entando, a AM inibiu o pico de célcio intracelular (visto no grupo CT apés estimulo com
ACh) e este resultado estd em concordancia com os dados da literatura que sugerem um efeito
bloqueador de canais de calcio pela AM (CARDOSO et al., 2022); (WU et al., 2012); (LAVOIE
et al., 1990). A redugido de célcio nas células endoteliais deveria resultar em redugio de NO
ap6s estimulo com ACh, mas no presente trabalho, tal resposta nao foi observada. Dessa forma,
os resultados de NO e ROS observados parecem ser resultantes de outra via conhecida para a
produgao de NO, a de fosforilagao direta das NOS pela PI3K/AKT. A confirmagao dessa hipdtese
poderia ser inferida pela analise da fosforilagao dos sitios de ativacao e inativagio da eNOS e

nNOS. Contudo, o presente trabalho ndo traz essa analise. Porém, resultados ainda em fase de
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publicacio pelo nosso grupo mostraram que a incubagdo com uma concentragio maior de AM (1
M), em relacdo a utilizada no presente trabalho, e por um tempo menor (30 minutos), resultou
em redugdo da produgao de NO via redugao da fosforilagao de eNOS*™7’ (sitio de ativagao) e

aumento de nNOS*"*> (sitio de inativa¢ao).

A AM aumentou também os niveis basais de O,”” em relagdo ao controle. Tal aumento poderia
ser explicado, pelo menos parcialmente, pela diminui¢ao do NO basal, gerando o acimulo de
O,”". Além disso, a expressao de NADPHox também aumentou. Em contrapartida, Guan e
colaboradores (2019) ndo viram alteragdes os niveis de ROS resultantes da incuba¢ao com AM

(2,5 a10 puM) em células endoteliais microvasculares de camundongo (GUAN et al., 2019).

Outro dado interessante a respeito do tratamento apenas com a AM foi a modulagio da expressao
de receptores scavenger. A AM sozinha aumentou a expressao de receptores CD36 e SRA. Como a
AM pode atuar como antagonista de receptores TLR4, a interac¢ao do fairmaco com este receptor
pode gerar um aumento compensatério na expressao dos outros receptores. Em contrapartida,
a expressao de iNOS e os niveis dos mediadores inflamatérios em macréfagos terem sido
inalterados se comparados ao controle. Obuchowicz e colaboradores (2006) mostraram que a
AM inibiu a liberagao de IL-1f e TNF em cultura de micréglia de ratos (OBUCHOWICZ et al.,
2006). Outros autores também mostraram que ADT sdo capazes de reduzir a liberagao de IL-6,

IL-1P e TNF em mondcitos estimulados com LPS (XIA, Z. et al., 1996).



8. Conclusao

A LDLox foi capaz de provocar uma hiporresponsividade vascular, causada pelo aumento da
expressdo de iNOS e consequente produgao de NO. A LDLox provocou ainda disfung¢ao endote-
lial, caracterizada pela redu¢ao da expressdo das NOS constitutivas, diminui¢ao da produgdo
estimulada de NO e aumento do estresse oxidativo (via aumento da produgao de ROS e da
expressao de NADPHox). Além disso, na presenga de LPC, houve aumento da [Ca**]; nas células
endoteliais. A LDLox induziu, ainda, o aumento da expressao dos receptores CD36 e SRA em
macroéfagos, provocando captacao de LDLox, aumento na expressio de iNOS e liberagdo de
CCl2, IL-6, IL-1B e TNF.

Na presenca de LDLox, a AM reverteu a hiporresponsividade causada pela LDLox por meio
da reducao da expressao de iNOS e dos niveis basais de NO, sem restaurar a expressao das
NOS constitutivas reduzidas pela LDLox. Além disso, a AM parece promover um estado com
prevaléncia de respostas anti-inflamatdrias, ja que reduziu os niveis totais de ROS, a [Ca**];, a
captacao de LDLox (via redugio de receptores SRA) e a liberagio dos mediadores inflamatérios
induzidos pela LDLox. Na auséncia de LDLox, a AM induz um aumento na resposta vascular
contratil por meio da reducao da expressao tanto das NOS constitutivas quanto da iNOS, com
consequente redu¢io de NO. Contudo, mesmo tendo aumentado a expressio de NADPHox, a
AM sozinha n3o parece aumentar o estresse oxidativo de forma direta, nem estimula a liberagao
de CCL2, IL-6, IL-1 e TNF.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a AM foi capaz de prevenir as alteragdes
pro-inflamatérias e oxidativas induzidas pela LDLox, reduzindo citocinas pré-inflamatorias e
expressdo de iNOS, o que contribui para um estado menos oxidativo. No entanto, mais estudos

$20 necessarios para esclarecer as vias envolvidas no mecanismo de agio deste firmaco.
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