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Resumo

A aterosclerose é uma doença inflamatória que ocorre em resposta ao acúmulo de LDL oxidada

(LDLox) nas artérias. Apesar dos tratamentos disponíveis para a aterosclerose, as doenças cardi-

ovasculares continuam sendo a principal causa de mortes nomundo, exigindo cada vez mais

opções terapêuticas viáveis. O reposicionamento de fármacos torna-se uma alternativa inte-

ressante, permitindo a utilização de fármacos com características farmacológicas conhecidas

em contextos diferentes. Estudos têm mostrado que o emprego de antidepressivos, como a

amitriptilina (AM), para o tratamento de dor e desordens inflamatórias vem crescendo. Assim,

as propriedades anti-inflamatórias da AM poderiam ser aplicadas no controle do componente

inflamatório da aterosclerose. O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos da AM

nas alterações provocadas pela LDLox em aortas e macrófagos (linhagem RAW264.7) murinos

e em células endoteliais humanas (linhagem EA.hy926). A resposta contrátil das aortas de ca-

mundongo foi avaliada por curvas concentração-resposta à fenilefrina (Phe). As alterações na

resposta de células endoteliais humanas emacrófagosmurinos foram avaliadas pormicroscopia

de fluorescência, citometria de fluxo e ELISA. Na presença de LDLox (50 μg/mL), a AM (0,1 μM)

gerou uma resposta contrátil à Phe semelhante à do grupo controle (CT) em anéis aórticos de

camundongo. A AM reduziu a concentração basal de óxido nítrico (NO) e a expressão da óxido

nítrico sintase induzível (iNOS) aumentadas nas células endoteliais incubadas com LDLox,mas

não foi capaz de reverter a diminuição da expressão das óxido nítrico sintases endotelial (eNOS)

e neuronal (nNOS), nem a concentração de NO estimulado com acetilcolina (ACh) na presença

de LDLox. A AM não reduziu o aumento da expressão de NADPH oxidada (NADPHox) induzida

pela LDLox em células endoteliais, mas atenuou os níveis de superóxido (O –
2 ) encontrados

quando foi incubada com a LDLox. A AM reduziu o transiente de cálcio aumentado pela liso-

fosfatidilcolina (LPC) no estado basal e estimulado com ACh. Emmacrófagos, a AM diminuiu

a captação de LDLox reduzindo a expressão do receptor SRA, o que resultou na redução da

expressão de iNOS e da concentração dos mediadores inflamatórios CCL2, IL-6, IL-1β e TNF. Os

resultados obtidos mostraram que a AM foi capaz de prevenir as alterações pró-inflamatórias e

oxidativas induzidas pela LDLox, reduzindo citocinas pró-inflamatórias e expressão de iNOS, o

que contribui para um estado menos oxidativo. Em conjunto, esses resultados sugerem que

uma concentração subterapêutica de AM tem potencial para reduzir eventos pró-inflamatórios

e o estresse oxidativo causados pela LDLox, porém,mais estudos são necessários para esclarecer

as vias envolvidas nomecanismo de ação deste fármaco.

Palavras-chave: LDLox. Amitriptilina. Inflamação. Estresse oxidativo. Óxido nítrico.



Abstract

Atherosclerosis is an inflammatory disease that occurs in the subendothelial layer of the arteries

due to oxLDL accumulation. Even though there aremany 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 μg/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 μM) reverted the oxLDL-induced decreased vasoconstriction inmurine

aortas and the oxLDL-induced increase inNO 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, AMwas able to lower

the calcium transient increased by lysophosphatidylcholine (LPC) both at basal state and after

ACh stimulation in endothelial cells. Inmacrophages, incubationwith AMattenuated the oxLDL

uptake by lowering SRA receptor expression, resulting in both reduced cytokine (CCL2, IL-6,

IL-1β and TNF) levels and iNOS expression. The results show that AMwas 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, althoughmore studies are needed to fully understand the

mechanism of action of this drug.

Keywords: oxLDL. Amitriptyline. Inflammation. Oxidative stress. Nitric oxide.
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L-NAME NG-Nitro-L-Arginina Metil Éster

LDL Lipoproteína de baixa densidade (Low density lipoprotein)

LDLn LDL nativa

LDLox LDL oxidada

Lp-PLA2 Fosfolipase A2 associada a lipoproteína

LPC Lisofosfatidilcolina

LPS Lipopolissacarídeo

M Molar

MFI Intensidade de fluorescência média

mg Miligrama
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MLCK Cinase da cadeia leve de miosina (Myosin light-chain kinase)
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Na2HPO4 Fosfato dissódico
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NADPH Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato

NADPHox NADPH oxidase (NOX)

NET Transportador de noradrenalina (Norepinephrin transporter)

NF-κB Fator de transcrição nuclear kappa B

NGF Fator de crescimento nervoso

NaHCO3 Bicarbonato de sódio

nm Nanômetro

nNOS Óxido nítrico sintase neuronal (NOS1)

NO Óxido nítrico

NOR Nortriptilina

NOS Óxido nítrico sintases



O2 Oxigênio

O –
2 Ânion superóxido

OMS OrganizaçãoMundial da Saúde

ONOO– Peroxinitrito

OPD Ortofenilenodiamina

P&D Pesquisa e desenvolvimento

p22phox Subunidade catalítica da NADPHox

p47phox Subunidade regulatória da NADPHox

PBS Solução salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline)

pEC50 Logaritmo negativo (na base 10) da EC50 do agonista (pD2)

PFA Paraformaldeído

pH Potencial hidrogeniônico

Phe Fenilefrina (Phenylephrine)

PI3K Fosfatidilinositol 3-cinase (Phosphatidylinositol 3-kinase)

PIP2 Fosfatidilinositol bifosfato (Phosphatidylinositol bisphosphate)

PKC Proteína cinase C

PLC Fosfolipase C (Phospholipase C)

PMSF Fluoreto de fenilmetilsulfonil (Phenylmethylsulfonyl fluoride)

ROS Espécies reativas de oxigênio (Reactive Oxygen Species)

rpm Rotações 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 adesão vascular 1
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1. Introdução

A aterosclerose é uma doença que se desenvolve de forma silenciosa desencadeada por fatores

de risco modificáveis e não modificáveis, como os hábitos alimentares e o processo de enve-

lhecimento. Ocorre, então, um desbalanço no fluxo de colesterol associado a um processo

inflamatório crônico, em um ambiente disfuncional, no qual há estresse oxidativo. O agrava-

mento da placa aterosclerótica leva ao surgimento de complicações clínicas importantes, como

insuficiência renal crônica, doença arterial periférica, acidente vascular encefálico e infarto

domiocárdio, que afetam diretamente a qualidade de vida de milhões de pessoas nomundo e

podem ser fatais (LIBBY et al., 2019). Apesar de existirem formas de intervenção eficazes atual-

mente, que buscam principalmente controlar os fatores de risco, as doenças cardiovasculares

(DCV) ainda ocupam o posto de principal causa de mortes no mundo, tendo provocado a morte

de 18,6 milhões de pessoas em 2019 (ROTH et al., 2020).

Atualmente, pesquisadores têm buscado alvos farmacológicos mais específicos, com foco no

componente inflamatório 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)denovos fármacos é demorado edispendioso

para a indústria farmacêutica. Dessa forma, o reposicionamento de fármacos, uma estratégia

conveniente e segura para inserir novos fármacos nomercado, pode ser aplicado como forma

de acelerar e facilitar o acesso a novas opções de tratamento. O reposicionamento de fármacos

consiste, basicamente, em explorar fármacos com propriedades conhecidas em diferentes

aplicações clínicas (GELOSAet al., 2020). Umdosprincipais exemplos dessa prática é o sildenafil,

um inibidor seletivo da fosfodiesterase 5 indicado inicialmente para pacientes com angina, que

revolucionou o tratamento da disfunção erétil na década de 80 (OSTERLOH, 2004).

A amitriptilina é um antidepressivo tricíclico (ADT) aprovado pelo FDA em 1961 para o trata-

mento de depressão e desordens associadas, devido, principalmente, à sua ação de inibição não

seletiva da recaptação 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 vários outros receptores (serotoninérgicos, α1-adrenérgicos, histamínicos, mus-

carínicos e outros) e tem sido utilizada para o tratamento de enurese noturna, enxaqueca e

dor neuropática. Porém, o mecanismo exato de ação da amitriptilina ainda não foi totalmente

elucidado. Atualmente, evidências apontam que a amitriptilina tem efeitos anti-inflamatórios

reduzindo a concentração de citocinas pró-inflamatórias, a migração de células de defesa e

processos inflamatórios crônicos, o que poderia permitir sua aplicação também no controle da

aterosclerose, desacelerando os eventos iniciais que levam à progressão da placa aterosclerótica.
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2. Revisão de literatura

2.1. Síntese de óxido nítrico pelas óxido nítrico sintases

Em condições fisiológicas, o endotélio é responsável pela preservação da função e do tônus

vascular, regulando sua homeostase através da produção de substâncias vasodilatadoras, dentre

elas o óxido nítrico (NO). A produção de NO acontece em resposta a estímulos fisiológicos,

como o estresse de cisalhamento exercido pelo fluxo sanguíneo na parede arterial (TEIXEIRA

et al., 2014). Além de exercer o papel de fator relaxante derivado do endotélio (EDRF, do inglês

endothelium-derived relaxing factor) (FURCHGOTT et al., 1980); (PALMER et al., 1987), regulando

o tônus vascular, o NO também é responsável por prevenir a disfunção endotelial, reduzir o

estresse oxidativo vascular, inibir a migração e adesão de leucócitos, a proliferação de células

musculares lisas vasculares e a agregação plaquetária – eventos considerados pró-aterogênicos

(MONCADA et al., 1988); (JIN; LOSCALZO, 2010); (CAPETTINI et al., 2011); (LEVINE et al., 2012).

A síntese de NO é realizada essencialmente pela família das enzimas óxido nítrico sintases

(NOS), composta por 3 principais isoformas, sendo duas constitutivas, a neuronal (nNOS ou

NOS1) e a endotelial (eNOS ouNOS3), e uma iduzível (iNOS ouNOS2) que, apesar de seus nomes,

podem ser encontradas em diversos tipos celulares e tecidos, inclusive nos vasos sanguíneos. A

produção de NO ocorre a partir do aminoácido L-arginina, por meio de uma reação dependente

de oxigênio (O2) e cofatores que se ligam à enzima (Figura 1).

Figura 1.: Síntese de NO e O –
2 pelas NOS e formação de ONOO-. A biodisponibilidade de NO é regulada

pelo equilíbrio entre a produção de NO e ROS. Quando a produção de ROS aumenta, seja por desacopla-
mento das NOSc ou ativação da enzimaNADPH oxidase, ocorre redução de BH4 e a eNOS produz O –

2 . O
O –
2 gerado reage com o NO formando ONOO-, que tem efeitos deletérios. NO indica óxido nítrico; O –

2 ,
superóxido; NOSc, óxido nítrico sintases constitutivas; ONOO-, peroxinitrito; ROS, espécies reativas de
oxigênio; FAD, flavinamononucleotídeo; FMN, flavina adenina dinucleotídeo; BH4, tetrahidrobiopterina.
Modificado de Schiffrin et al. (2008).
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As NOS apresentam-se em forma de homodímeros (duas subunidades idênticas com um domí-

nio redutase e outro oxigenase cada) o que viabiliza a transferência de elétrons necessária para

a produção de NO (LAMBDEN, 2019). Quando estão desacopladas, ou seja, com deficiência de

cofatores, pela ocorrência de disfunção endotelial de forma geral, as NOS podem produzir altas

quantidades de radicais livres, como o ânion superóxido (O –
2 ), que reage com o NO, reduzindo

sua biodisponibilidade, formando peroxinitrito (ONOO-) (Figura 1).

No caso das NOS constitutivas, ambas atuam na proteção vascular produzindo uma quantidade

basal de NO. Sua produção pode ser estimulada pela fosforilação da eNOS via PI3K/AKT ou pelo

aumento do cálcio intracelular, que pode ser induzido por agonistas, desencadeando, assim,

uma série de eventos. A ligação da acetilcolina (ACh) com um receptor acoplado à proteína Gq,

por exemplo, leva à ativação da fosfolipase C (PLC), que cliva o fosfatidil inositol bifosfato (PIP2),

um fosfolipídio demembrana, dando origem aos segundosmensageiros IP3 eDAG, favorecendo

o aumento da concentração intracelular de cálcio ([Ca2+]i). O cálcio forma o complexo Ca
2+-

calmodulina, responsável pela ativação destas enzimas. O NO produzido que se difunde para as

células musculares lisas ativa a enzima guanilato ciclase solúvel (GCs), que promove o aumento

intracelular de monofosfato de guanosina cíclica (GMPc). O GMPc ativa a proteína cinase G

(PKG), que promove a redução da [Ca2+]i, a fosforilação da cinase da miosina de cadeia leve

(MLCK, do inglês myosin light-chain kinase) e a hiperpolarização da célula pela saída de íons

potássio, favorecendo a vasodilatação (SILVA et al., 2021).

A iNOS, por outro lado, é expressa em processos inflamatórios podendo ser induzida por vários

agentes pró-inflamatóros, como o lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) e a LDL oxidada (LDLox),

e pela liberação de mediadores pró-inflamatórios que estimulam a transcrição do gene da iNOS

em macrófagos e outros tipos celulares. A expressão de iNOS e sua ativação independente

do aumento intracelular de cálcio promovem a produção exagerada de NO. A regulação da

quantidade de NO que será produzido é a base para explicar a característica dual do NO como

benéfico oumaléfico ao organismo. A produção de grandes quantidades de NO pelas células

está relacionada ao sistema de defesa do organismo,mas pode ser prejudicial se não controlada

(ANTOSOVA et al., 2017).

2.2. Patogênese da aterosclerose

A aterosclerose é uma condição crônica e progressiva que se caracteriza por uma resposta infla-

matória, levando a disfunção endotelial e, consequentemente, ao aprisionamento e à oxidação

demoléculas de LDL na camada subendotelial das artérias (ZHAO; MALLAT, 2019), principal-

mente em áreas de curvatura acentuada e bifurcações, onde o fluxo celular é perturbado e as
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células apresentam orientação aleatória (LUSIS, 2000).

Geralmente, a doença aterosclerótica depende de uma associação de fatores de risco cardio-

vascular modificáveis (dislipidemia, hipertensão, hábitos alimentares, tabagismo, diabetes,

obesidade e estilo de vida sedentário) ou nãomodificáveis (como processo de envelhecimento,

genética, gênero, etnia e condição cardiovascular pré-existente) não controlados. Elevadas

concentrações de lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e baixos níveis de lipoproteínas de alta

densidade (HDL) no sangue, aumento do estresse de cisalhamento decorrente da hipertensão,

tabagismo, dieta desbalanceada e outras lesões físicas e bioquímicas provocadas pelos fatores de

risco favorecem, em conjunto ou individualmente, o estabelecimento de um estado de estresse

oxidativo e disfunção endotelial característico da doença aterosclerótica (TOTH, 2008).

A aterogênese tem início nos locais de dano endotelial, onde as células disfuncionais se tornam

incapazes de produzir NO e, consequentemente, de manter o equilíbrio do tônus vascular.

Além disso, o desacoplamento das NOS, presente na disfunção endotelial, gera aumento da

permeabilidade vascular e produção de radicais livres, o que facilita a entrada e a oxidação de

moléculas de LDL para a camada subendotelial da artéria. A redução de NO asociada às espécies

reativas de oxigênio (ROS) e à presença de LDLox é comumente apontada como sendo a principal

causa da formação da placa aterosclerótica (VANHOUTTE, 2009).

Os principais fatores que determinam a biodisponibilidade de NO são a expressão e a atividade

das NOS, e o equilíbrio entre síntese e degradação da suamolécula (TOUSOULIS et al., 2012). Se

por um lado a diminuição deNO está associada à disfunção endotelial que leva ao surgimento da

aterosclerose, a sua produção exacerbada favorece a manutenção do estresse oxidativo, já que o

NO pode interagir com o radical O –
2 formando ONOO- (Figura 1), um composto extremamente

reativo que pode oxidar oBH4, importante cofator para a produçãodeNOpelaNOS, favorecendo

o desacoplamento da enzima e a produção 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 expressão de NADPHox. Além disso, outros estudos mostraram que sua

ativação pode ser mediada por diversos estímulos pró-inflamatórios, como citocinas, e que este

processo envolve a PKC (RASTOGI et al., 2017). Quando a NADPHox é ativada, uma de suas

subunidades citosólicas (p47phox) é fosforilada e interage com uma das subunidades ancoradas à

membrana (p22phox), levando à produção de ROS. Altos níveis de ROS podem levar à oxidação de

LDLox e ativação do fator nuclear κB (NF-κB). Em condições fisiológicas, o NF-κB encontra-se

no citosol ligado ao seu inibidor, IκB. Após um estímulo, como o aumento da produção de ROS,

o IκB é fosforilado e degradado, o que provoca liberação e migração do NF-κB para o núcleo
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IL-6, TNF e IL-1β, e a ativação de vias de transdução de sinais intracelulares que promovem

eventos pró-inflamatórios, favorecendo a progressão da lesão (CORRÊA-CAMACHOet al., 2007);

(SIQUEIRAet al., 2006). Foi demonstradoque a LDLoxpode aumentar os níveis intracelulares de

cálcio, aumentando a liberação de ROS em vários tipos celulares (FEARON, 2006). Além disso, a

própria LDLox é citotóxica para as células endoteliais, já que a LPC, um importante componente

da molécula oxidada de LDL, é capaz de induzir apoptose via aumento e manutenção de altas

concentrações de cálcio intracelular (JUNG et al., 2017).

As células espumosas entram, então, em estado de apoptose ou necrose celular, dando início à

formação do núcleo necrótico característico da lesão aterosclerótica. Em sequência, ocorre a

liberação de fatores de crescimento que induzem amigração de células musculares lisas vas-

culares da camadamédia para a íntima, onde se proliferam e formam uma cápsula fibrosa. O

agravamento da lesão está relacionado à deposição de colágeno, e à estenose vascular, aumen-

tando o risco de ulceração, agregação plaquetária e formação de trombo no local, podendo gerar

manifestações clínicas graves (TOTH, 2008); (MADAMANCHI et al., 2005).

2.3. Reposicionamento de fármacos

O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de um novo fármaco, desde o projeto inicial

até sua liberação para venda, é complexo, caro, lento e sem garantia de sucesso (RUDRAPAL

et al., 2020). Percorrer essa trajetória pode demorar mais de 15 anos e custar de 1 a 2 bilhões

de dólares (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, há um grande

risco de perda dos investimentos, já que apenas 1 em cada 15 a 25 novos fármacos são aprovados

nos testes de segurança e eficácia. Além disso, quando um novo medicamento é lançado no

mercado, algumas vezes não é capaz de superar os custos de sua produção (LOMBARDINO;

LOWE, 2004).

O reposicionamento de fármacos é uma estratégia que propõe novos usos clínicos para fármacos

já aprovados, ou que estão em processo de desenvolvimento, ou que foram descontinuados. Sua

aplicação tem sidomuito explorada nos últimos anos e proporcionamais segurança e rapidez

na criação de fármacos, já que as características farmacocinéticas, a toxicidade, a segurança

e a eficácia daquele fármaco já foram estabelecidas emmodelos pré-clínicos e, muitas vezes,

em estudos clínicos (TALEVI; BELLERA, 2020). Além disso, atualmente existem várias técnicas

in silico envolvendo análise de dados e inteligência artificial que facilitam e aceleram ainda

mais esse processo (RUDRAPAL et al., 2020). O redirecionamento terapêutico apresenta-se

ainda como importante ferramenta nas pesquisas para desenvolvimento de opções terapêuticas
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A AM foi o segundo ADT produzido nos Estado Unidos, em 1960, tendo sido aprovada pelo

FDA, agência reguladora americana, para o tratamento da depressão, 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 Organização Mundial da Saúde

(OMS, 2021), que relacionamedicamentos seguros, eficazes e com boa relação custo-benefício

considerados básicos para um sistema de saúde, comomedicamento indicado para dor, cui-

dados paliativos e desordens depressivas. No Brasil, a AM faz parte da Relação Nacional de

Medicamentos Essencias (Rename, 2020), que contempla produtos necessários ao tratamento e

controle da maioria das doenças prevalentes no país.

A AM é um antidepressivo com propriedades analgésicas, ansiolíticas e sedativas indicado para

o tratamento de depressão em suas várias formas e enurese noturna em que causas orgânicas

foram excluídas. Apesar de ter sua eficácia comprovada, a AM não é a primeira escolha para

o tratamento dessas condições devido aos vários efeitos colaterais que provoca e ao alto risco

de toxicidade principalmente em sobredosagem, o que será discutido mais adiante. Segundo

o relatório de avaliação realizado pela Agência Européia de Medicamentos (EMA) em 2017,

vários estudos indicam que a AM também é eficaz na profilaxia de enxaqueca e alguns tipos de

cefaléia, e no tratamento de dor crônica, principalmente neuropática, e fibromialgia, apesar

de tais indicaçoes não 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 terapêuticas da AM partem de 10mg/dia até 150 mg/dia (dose máxima recomendada

de 3 mg/kg/dia para uma pessoa de 50 kg), podendo chegar a 300mg/dia para pacientes hos-

pitalizados. Geralmente, doses mais próximas do limite superior recomendado são utilizadas

para o tratamento da depressão e desordens associadas, enquanto as doses menores são indica-

das para o controle de outras condições, ou para para o tratamento da depressão de pacientes

vulneráveis, idosos e crianças, ou com história recente de infarto do miocárdio. Ajustes de dose

devem ser feitos preferencialmente à noite (MCCLURE; DANIELS, 2021) e diversos esquemas

terapêuticos podem ser aplicados dependendo de cada situação. Apesar de as doses terapêuticas

variaremmuito entre as pessoas que utilizam omedicamento (ZIEGLER et al., 1976), em geral,

nas doses convencionais de AM (50 a 150 mg/dia) as concentrações plasmáticas associadas aos

efeitos antidepressivos esperados encontram-se na faixa de 80 a 200 ng/mL, ou 0,28 a 0,9 μM,

aproximadamente (EMC, 2021); (WU et al., 2012). A dose de 1000mg/dia é capaz de provocar

intoxicação 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 AMpode ser administrada por várias vias, sendo que amais comumé a oral. É completamente

absorvida no trato gastrintestinal, tem seu pico de concentração plasmática em torno de 6 horas
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após sua administração e biodisponibilidade de 33% a 62%. Sofre metabolismo de primeira

passagem pelo fígado, onde é metabolizada por enzimas do citocromo P450 (CYP3A4, CYP2C19

e CYP2D6), gerando um metabólito ativo, a nortriptilina (NOR). Liga-se extensivamente a

proteínas plasmáticas e é altamente lipofílica, sendo absorvida por diversos tecidos. Ameia-

vida da AM é 10 a 28 horas, enquanto a da NOR varia de 16 a 80 horas, sendo eliminadas por

excreção renal (GUPTA et al., 1999).

O principal mecanismo de ação da AM se baseia na inibição não seletiva de SERT, commaior

afinidade (Ki= 3,13 nM), e NET, commenor afinidade (Ki= 13,3). A nortriptilina, produto ativo

dometabolismo da AM, é um potente inibidor do NET, commaior afinidade (Ki= 1,49 nM), e

do SERT, commenor afinidade (Ki= 16,5 nM) (LAWSON, 2017). Além disso, a AM é antagonista

de receptores colinérgicos muscarínicos, α1-adrenérgicos, histaminérgicos, serotoninérgicos,

glutamatérgicos (NMDA), bloqueador de canais de cálcio (Ca2+), sódio (Na+) e potássio (K+), e

agonista de receptores opioidérgios, o que caracteriza seu amplo perfil farmacológico (Tabela 1)

(DAVIS, 2020); (DEVINE, 2016); (CAI; MCCASLIN, 1992); (SINDRUP et al., 2005); (ONALI et al.,

2010).

Os principais efeitos colaterais da AM são observados principalmente em doses comumente

indicadas para o tratamento da depressão. Alguns pacientes podem apresentar também alguns

efeitos adversos no sistema nervoso central (SNC) como tontura, sonolência, dor de cabeça,

confusão, delírio e possibilidade de aumento de comportamento suicida. O risco de arritmias e

redução da condução cardíaca com prolongamento do intervalo QT existe em casos de sobredo-

sagem (THOUR; MARWAHA, 2019).

Ação farmacológica Efeito resultante

Inibição da recaptação de NA e 5-HT via NET
e SERT, aumento de BNDF

Alívio de sintomas depressivos

Parassimpatolítica (antagonismo de recepto-
res muscarínicos)

Taquicardia, xerostomia, constipação, reten-
ção urinária

Antagonismo α1-adrenérgico Hipotensão ortostática

Bloqueio de canais iônicos (Ca2+, Na+ e K+) Redução da frequência e contração cardíacas,
controle da dor neuropática

Anti-histamínico H1 Sedação, aumento de apetite e ganho de peso

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

Tabela 1.: Principais ações farmacológicas clássicas e recentes da amitriptilina. Adaptado deMcClure,
2017.
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Os efeitos terapêuticos da AM na depressão surge após um período de 2 a 4 semanas do início

do tratamento, dessa forma, alguns trabalhos sugerem outros mecanismos de ação do fármaco,

reforçando as evidências de que apenas a teoria das monoaminas não é capaz de explicar a

depressão,mas que as teorias neurotrófica, neuroimunológica e inflamatória são partes igual-

mente importantes no desenvolvimento da doença (MCCLURE; DANIELS, 2021); (BRUNO et al.,

2020), (SZAŁACH et al., 2019). O agonismo da AM a receptores tirosinocinase TrkA e TrkB,

sítios de ligação do fator de crescimento nervoso (NGF) e fator neurotrófico derivado do cérebro

(BDNF), respectivamente, que são importantes neurotrofinas relacionadas ao desenvolvimento

da depressão (ARTIM et al., 2020), tem sido associada ao componente neurotrófico do seu efeito

antidepressivo (JANG et al., 2009).

Reiterando o papel anti-inflamatório dos antidepressivos, a AM semostrou capaz de exercer

ação antagonista sobre os receptores do tipo Toll (2 e 4), responsáveis pela indução de vários

genes envolvidos na resposta imune, incluindo citocinas inflamatórias (MEDZHITOV, 2001);

(HUTCHINSON et al., 2010). Além disso, a amitriptilina se mostrou capaz de modular a res-

posta inflamatória positivamente em vários modelos experimentais (JOHNSON III et al., 2016);

(ACHAR et al., 2009), atenuando amigração de neutrófilos e a degranulação demastócitos (GUR-

GEL et al., 2013), a chegada de leucócitos e os níveis IL-1β e TNF (VISMARI; ALVES et al., 2010)

em edemade pata de ratos, e reduzindo a concentração de IL-6, TNF,CCL2 e a ativação deNF-κB

em inflamação crônica após implante de biomaterial, em camundongos (SCHEUERMANNet al.,

2021). Alguns estudos apresentam a redução na produção de NO, pela via do NF-κB (QIU et al.,

2017), e na concentração de citocinas pró-inflamatórias como uma possível explicação para os

efeitos anti-inflamatórios da AM (VISMARI; PALERMO-NETO, 2012); (YARON et al., 1999).

Xia e colaboradores (2019) mostraram que a AM diminuiu a concentração de TNF emmodelo

de coagulopatia induzida por sepse em camundongos. A produção de TNF é estimulada por

ceramida, responsável pela supraregulação da resposta inflamatóriamediada por vários agentes,

gerada após a quebra da esfingomielina pela enzima esfingomielinase ácida (ASM). Recente-

mente um estudomostrou que a AM foi capaz de inibir a atividade da ASM, reduzindo, assim, a

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

Todos esses estudos confirmamosefeitos anti-inflamatóriosdaAM,masaindanãoháumacordo

em relação ao seu mecanismo de ação por trás desses efeitos. O presente estudo apresenta

a hipótese de que a AM teria o potencial de prevenir a doença aterosclerótica, atenuando as

etapas iniciais da formação da placa, reduzindo a captação de LDLox, a disfunção endotelial e

os eventos inflamatórios subsequentes à formação das células espumosas.



29

3. Justificativa

As doenças cardiovasculares são a maior causa demorte nomundo, sendo que 85% dos casos

fatais decorrem de infarto do miocárdio e acidente vascular encefálico, que são importantes

consequências clínicas da aterosclerose. A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica

e silenciosa que ocorre quando há acúmulo e oxidação de LDL na camada íntima arterial e,

apesar de existir tratamento, as terapias farmacológicas atuais retardam,mas não previnem a

formação de placas e nem as recidivas. Dessa forma, o reposicionamento de fármacos surge

comoalternativa valiosa empregandoaamitriptilina comopossível agente vasoprotetor. Estudos

mostraram que a amitriptilina, um conhecido antidepressivo tricíclico, possui características

anti-inflamatórias que poderiam atuar nos estágios iniciais da inflamação que leva à formação

da placa aterosclerótica, impedindo a progressão da doença. Elucidar o mecanismo de ação de

doses subterapêuticas da amitriptilina é importante para seu possível reposicionamento como

um adjuvante na terapia da aterosclerose.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo geral

Avaliar as alterações induzidas pela LDLox em aortas, células endoteliais e macrófagos e o

impacto do tratamento com a AM sobre estas alterações.

4.2. Objetivos específicos

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

a. avaliar a resposta vascular contrátil de aortas;

b. quantificar mensageiros vasoativos (NO e O –
2 ) em células endoteliais;

c. verificar a expressão de enzimas responsáveis pela produção de NO (eNOS, nNOS e iNOS)

e envolvidas no estresse oxidativo (subunidades p22 e p47 da NADPH oxidase) em células

endoteliais;

d. determinar a variação do transiente de cálcio em células endoteliais;

e. analisar a captação de LDLox e a expressão dos receptores CD36 e SRA emmacrófagos;

f. mensurar a expressão de iNOS e a secreção de mediadores inflamatórios (CCL2, TNF,

IL-1β e IL-6) emmacrófagos;
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5. Metodologia

5.1. Obtenção 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 separação de lipoproteínas através da criação de

um gradiente descontínuo de densidade por ultracentrifugação. Assim, cada lipoproteína pode

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

Amostras de sangue de indivíduos saudáveis foram submetidas à centrifugação por 10 min, a

3.000 rpm, em temperatura ambiente, para separação do plasma, onde foram adicionados os

conservantes (0,5% (v/v) de aprotinina ,0,5% (v/v) debenzamidina2mM,1%de solução contendo

azida sódica 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 potássio (KBr) sólido e a solução foi distribuída em tubos de polipropileno próprios para

ultracentrifugação junto com uma solução de KBr de densidade igual a 1,006 g/mL (densidade

do IDL), formando umamistura bifásica. Os tubos foram colocados em ultracentrífuga (Sorvall

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

Após a ultracentrifugação, a banda de coloração amarelada correspondente à fração de LDL (d =

1,019 a 1,063 g/ml) formada no centro dos tubos foi coletada e dialisada por 24 horas sob agitação

constante, em câmara fria (4°C a 8°C) e ao abrigo da luz, em PBS (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM,

Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH=7,4) para remoção do KBr , com uma troca de tampão na

metade do tempo.

5.1.2. Oxidação da LDLn humana

A LDL dialisada foi coletada para oxidação com sulfato de cobre (CuSO4, 5 μM), a 37°C, por 4

horas, sob agitação constante em estufa. A utilização de íons cobre é ummétodo comumente

utilizado em experimentos in vitro para a obtenção de LDLox (LARA-GUZMÁN et al., 2018);

(LEVITAN et al., 2010). A reação foi interrompida com EDTA (EDTA 2:1 CuSO4). Ao final de nova

diálise, com duas trocas de tampão, para remoção do CuSO4, a amostra foi esterilizada com

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

Os experimentos foram realizados utilizando células endoteliais humanas,macrófagos e frag-

mentos de aorta de camundongo. As concentrações de LDLox e AM foram as mesmas para

todos os experimentos. A divisão dos grupos experimentais encontra-se na tabela 2 e se deu da

seguinte forma: o grupo controle (CT) recebeu apenas veículo (água ultrapura, purificada em

sistemaMilli-Q); dois grupos receberam apenas amitriptilina (AM) em concentrações diferentes

(0,1 μM ou 1 μM); o grupo LDLox recebeu apenas LDLox (50 μg/mL); e dois grupos receberam

uma associação de LDLox (50 μg/mL) e AM (0,1 μM ou 1 μM). Essas concentrações de AM foram

utilizadas com base na literatura (WU et al., 2012); (EMC, 2021) e em experimentos anteriores

do nosso grupo. As concentrações utilizadas para os experimentos emmacrófagos e aortas de

camundongos foram escolhidas de acordo com resultados obtidos nas células endoteliais e em

estudos prévios do grupo.

(1) CT (veículo) (2) AM 0,1 (0,1 μM) (3) AM 1 (1 μM)

(4) LDLox (50 μg/mL) (5) AMox 0,1 (LDLox + AM 0,1 μM) (6) AMox 1 (LDLox + AM 1 μM)

Tabela 2.:Divisão de grupos experimentais: (1) grupo controle (CT); (2, 3) grupos incubados somente com
amitriptilina nas concentrações 0,1 μM (AM 0,1) e 1 μM (AM 1); (4) grupo incubado com LDLox, 50 μg/mL
(LDLox); (5, 6) grupos incubados com LDLox (50 μg/mL) e amitriptilina nas concentrações 0,1 μM (AMox
0,1) e 1 μM (AMox 1).

A amitriptilina foi utilizada neste trabalho na forma de cloridrato de amitriptilina (313,87 g/mol),

facilmente solúvel em água. Alíquotas nas concentrações 1x10-5 e 1x10-4mol/L em água ultrapura

foram preparadas, esterilizadas em filtros de 0.22 μm e estocadas a -20°C até o momento dos

experimentos.

As amostras (aortas, células endoteliais e macrófagos) foram incubadas por 24 horas com os

diferentes tratamentos junto com omeio de cultura Dulbecco’s Modified EagleMedium (DMEM

high glucose, D7777, Sigma-Aldrich, composição: 4 mM L-glutamina, 4500mg/L glicose, 1 mM

piruvato de sódio) suplementado com 1500mg/L bicarbonato de sódio e 1% (v/v) de antibióticos

(100 UI/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina), livre de soro fetal bovino (SFB), a não

ser quando especificado de outra forma no texto. Após o período de incubação, o material foi

coletado para a realização dos experimentos. As informações referentes à divisão dos grupos

experimentais serão citadas novamente nas seções subsequentes.
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5.3. Experimentos de reatividade vascular em aorta torácica

de camundongo

5.3.1. Animais

Camundongos machos da linhagem C57BL/6, com idade entre 14 e 16 semanas, fornecidos pelo

Biotério Central da UFMG, foram utilizados para a obtenção dos anéis de aorta utilizados nos

experimentos de reatividade vascular. Os animais forammantidos em gaiolas coletivas (com no

máximo 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 ração e água até o momento dos experimentos. Os experimentos

realizados neste projeto foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da

UFMG sob o protocolo número 423/2015.

5.3.2. Obtenção dos anéis de aorta e incubação dos tratamentos

Os animais foram eutanasiados por decapitação para obtenção de suas aortas torácicas por

laparotomia. Os vasos, livres de tecido adiposo perivascular e de tecido conjuntivo, foram

transferidos para uma placa de Petri contendo solução nutritiva de Krebs-Henseleit, pH=7,4

(NaCl 118 mM, KCl 4,7 mM,NaHCO3 25 mM, CaCl2.2H2O 2,5 mM, glicose 11 mM, KH2PO4 1,2

mM,MgSO4.7H2O 1,2 mM), onde foram seccionados em anéis de aproximadamente 3 mm que

foram transpassados por duas hastes metálicas triangulares.

Os anéis foram lavados solução de Krebs-Henseleit estéril, em capela de fluxo laminar, e trans-

feridos para placas de cultura contendo DMEM (D7777, Sigma-Aldrich, composição: 4 mM

L-glutamina, 4500mg/L glicose, 1 mMpiruvato de sódio) suplementado com 1500mg/L bicarbo-

nato de sódio e 1% (v/v) de antibióticos (100 UI/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina)

reduzido, ou seja, enriquecido com 1% (v/v) de SFB (Gibco™). Em seguida, a incubação dos

tratamentos se deu de acordo com a seguinte divisão: o grupo CT recebeu apenas veículo (água

ultrapura); um grupo recebeu apenas 0,1 μM de amitriptilina (AM 0,1); outro grupo recebeu

apenas 50 μg/mL LDLox (LDLox); e o último grupo recebeu uma associação de LDLox (50 μg/mL)

e AM (0,1 μM). Os vasos forammantidos em incubadora de CO2 a 5%, a 37°C, por 24 horas.
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5.3.3. Montagem e estabilização dos vasos em sistema de banho de órgãos

Os anéis de aorta forammontados em um sistema de banho de órgãos contendo solução de

Krekbs-Henseleit (a 37°C, pH=7,4) e injeção constante de mistura carbogênica (95% O2 e 5%

CO2), simulando condições fisiológicas. As cubas do sistema ficam conectadas a um sistema de

transdução de tensão que faz os registros de tensão por meio da captação individual da tensão

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 umcomputador equipado comumaplaca conversora analógico-digital (AD16JR;

World Precision Instruments, Inc., EUA) que faz a conversão dos dados para o programaWinDaq

Data Acquisition (Dataq® Instruments), permitindo a aquisição dos resultados para análise.

Uma tensão de repouso de 1 g foi aplicada aos anéis aórticos e monitorada por uma hora. A

escolha da tensão aplicada foi baseada em curvas de tensão realizadas anteriormente nomesmo

aparelho. Durante o período de estabilização das preparações, a solução de Krekbs-Henseleit

presente nas cubas foi substituída em intervalos de 15 minutos para evitar o acúmulo de meta-

bólitos e garantir a restauração dos níveis de glicose indispensáveis 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 preparações

Todas as preparações foram estimuladas com 80mmol/L de cloreto de potássio (KCl), utilizado

como agente despolarizante para induzir a contração máxima dos vasos, e aqueles que não

responderam ao KCl foram eliminados do estudo. A solução de Krekbs-Henseleit foi trocada a

cada 15 minutos até a eliminação completa do KCl. Todos os protocolos de contração seguintes

foram realizados baseados na contração máxima ao KCl.

5.3.5. Resposta contrátil à fenilefrina e participação das NOS

As alterações provocadas pela pré-incubação com LDLox e/ou AM na resposta contrátil foram

avaliadas pormeio de curvas cumulativas concentração-reposta à fenilefrina (Phe), um agonista

α1-adrenérgico. Para isso, concentrações crescentes de Phe (10−9 a 10−4M) foram adicionadas

às preparações e a contração obtida em cada ponto foi registrada.



35

A participação das NOS nas respostas observadas também foi avaliada. Para isso, algumas

preparações foram incubadas por 30minutos com300μMdeNG-Nitro-L-ArgininaMetil Éster (L-

NAME, Sigma), um inibidor não seletivo das NOS, antes da realização das curvas concentração-

resposta à Phe (10−9 a 10−4M). Os experimentos com o inibidor foram realizados de forma não

pareada. Todos os resultados obtidos foram expressos em contração percentual em relação à

contração máxima dos vasos ao KCl para posterior comparação 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 macrófagos de camundongo da linhagem RAW264.7

(ATCC®TIB-71™). A linhagem de células endoteliais humanas EA.hy926 é aderente e foi estabele-

cida por hibridização de células primáriasHUVEC (células endoteliais de veia umbilical humana)

com a linhagem A549 (células derivadas de tecido carcinomatoso pulmonar). A linhagem de

macrófagos de camundongo RAW264.7 é aderente e deriva da Leucemia Murina de Abelson.

Tanto as células EA.hy926 quanto as RAW264.7 são transformadas, ou seja, o fenótipo original

das células é preservado enquanto o genótipo é alterado, o que proporciona alta taxa demultipli-

cação e ilimitada capacidade de proliferação, facilitando o cultivo (ALVES E. A.; GUIMARÃES,

2010).

As duas linhagens celulares foram cultivadas separadamente em garrafas de 75 cm2, próprias

para cultivo celular, em incubadora de CO2 a 5%, a 37°C, comDMEM suplementado com de 4

mM L-glutamina, 4500mg/L glicose, 1 mM piruvato de sódio, 1500 mg/L bicarbonato de sódio

e 1% (v/v) de antibióticos (100 UI/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina) completo,

ou seja, enriquecido com 10% (v/v) de SFB (Gibco™). O subcultivo das células foi realizado de

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

Para a realização dos experimentos, as células foram plaqueadas em placas de 12, 24 ou 96 poços,

de acordo com cada experimento e incubadas comDMEM completo até a confluência desejada.

Omeio de cultura era, então, substituído por DMEM reduzido (composição semelhante à do

DMEM completo, porém com apenas 1% (v/v) de SFB), no qual as células ficavampor até 24 horas

para interromper a proliferação celular. Em seguida, o meio de cultura reduzido era descartado

e os tratamentos eram aplicados nos poços juntamente com DMEM livre de SFB (conforme

descrito na seção 5.2, de delineamento experimental), com ou sem vermelho de fenol, para

evitar possíveis interferências nos resultados.
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5.5. Experimentos com células endoteliais

5.5.1. Viabilidade celular

A viabilidade das células endoteliais foi testada utilizando-se um kit de morte celular (V13241,

Molecular Probes, Invitrogen) contendo iodeto de propídio (IP, λex/λem ~535/617 nm). O IP

penetra nas células cuja membrana já não está mais íntegra, 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, 2x105 células/poço foramplaqueadas e tratadas emplacas de 12 poços conforme

descrito anteriormente. As células foram lavadas com PBS e desagregadas enzimaticamente

com tripsina-EDTA 0,05%. Após inativação da tripsina , o pool de células foi transferido para

microtubos que foram centrifugados para descarte do sobrenadante e ressuspensão com 2

μg/mL de IP por 15 minutos. Em seguida, a leitura de pelo menos 10000 eventos por amostra

foi realizada no citômetro BD FACS CaliburTM System (BD Biosciences, EUA) do Laboratório

de Citometria do ICB (Centro de Laboratórios Multiusuários, CELAM, do ICB - UFMG). Os

programas utilizados para aquisição e análise dos dados foram, respectivamente, o BDFACS

CellQuest Pro e o FlowJo v10.0.6 e os resultados foram expressos emporcentagemde células viáveis

(não marcadas com IP).

5.5.2. Quantificação de NO e superóxido

Os níveis de NO e ânion O –
2 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 (λex/λem ~495/519 nm, SpectraViewerThermo Fisher Scientific) depois de interagir com

o NO e fica aprisionada no interior das células por ação enzimática. O DHE, por sua vez, ao ser

oxidado por espécies reativas, como o O –
2 , liga-se ao DNA da célula e emite fluorescência aver-

melhada (λex/λem ~518/606 nm,Thermo Fisher Scientific). Depois de difundidas emodificadas

nomeio intracelular, as sondas se tornam impermeáveis à membrana, permitindo a detecção

apenas daquilo que encontra-se no interior das células.

Em resumo, 1x105 células/poço foram plaqueadas e tratadas em placas de 24 poços conforme

descrito anteriormente. Após o descarte dos sobrenadantes, as células foram lavadas com PBS

, dissociadas e transferidas para microtubos (conforme protocolo de viabilidade celular, na

subseção 5.5.1) para adição das sondas. As sondas DAF-FM (5 μmol/L) e DHE (5 μmol/L), diluídas
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emDMEM livre de SFB e vermelho de fenol, foram carregadas e as amostras foram colocadas

em incubadora de CO2 por 30 minutos, a 37°C.

Alémdadeterminaçãodosníveis basaisdeNOeO –
2 , avaliou-seaparticipaçãodasNOS,de forma

que algumas células foram estimuladas com ACh (10 μmol/L) por 30 minutos antes da aplicação

das sondas.As células foram fixadas com paraformaldeído (PFA) 2% (v/v) em PBS e armazenadas

a 4°C,ao abrigoda luz, até omomentoda leitura, que foi realizada conformeoprotocoloutilizado

no teste de viabilidade celular descrito na subseção 5.5.1. Os resultados foram expressos em

intensidade média de fluorescência (MFI) multiplicada pela porcentagem de células marcadas

na população total de EA.hy926 (definida com base em tamanho e granulosidade da linhagem

celular utilizada).

5.5.3. Expressão proteica de NOS e NADPH oxidase

A expressão proteica das enzimas produtoras deNO (nNOS, iNOS e eNOS) e ROS (NADPHox) foi

avaliada por imunofluorescência em células endoteliais. Para isso, lamínulas circulares de vidro

foram descontaminadas (álcool-éter e luz UV) e acondicionadas em placas de 12 poços, onde

foram plaqueadas 2x105 células/poço conforme descrito anteriormente. As células aderidas nas

lamínulas foram fixadas com PFA a 4% (v/v) em PBS por 10 minutos, lavadas e permeabilizadas

com metanol gelado por 1 minuto e solução de bloqueio (Triton X-100 0,1% + albumina 1%

em PBS) por 30 minutos. Em seguida, as lamínulas foram lavadas para a incubação por 12

horas com diversos anticorpos primários, seguidos dos anticorpos secundários conjugados

às sondas fluorescentes CFL 488 e 647 (1:200, Santa Cruz, EUA), incubados por 2 horas no

escuro. Os seguintes anticorpos primários foram utilizados: anti-iNOS, anti-nNOS, anti-eNOS,

anti-p47phox e anti-p22phox (1:100, Santa Cruz, EUA).

As lamínulas foram lavadas emontadas em lâminas retangulares de vidro com omeio demonta-

gem ProLongTM Gold AntifadeMountant (Molecular Probes) comDAPI, para identificar os núcleos

celulares nomomento da captura das imagens. As lâminas foram levadas ao microscópio de

fluorescência Nikon Eclipse Ti do Centro de Processamento e Aquisição de Imagens (CAPI,

ICB-UFMG) para obtenção das imagens de pelo menos 4 campos por lamínula para análise

posterior no programa ImageJ. Para a captura das imagens, os parâmetros de tempode exposição

e intensidade da luz foram pré-fixados para que a aquisição de todas as imagens ocorresse sob

as mesmas condições.

A análise das imagens foi feita contornando as células inteiras e a intensidade de fluorescência

(IF) total foi calculada com a fórmula de fluorescência corrigida:
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FluorescênciaCorrigida = IntDen - (area× back) (5.1)

que leva em consideração a densidade integrada por célula (IntDen), a área de cada célula (área) e

umamédia de 3 regiões do background (back). Os resultados foram expressos emmédia da IF por

imagem.

5.5.4. Influxo de cálcio

As alterações no transiente de cálcio, provocadas pelo estímulo com lisofosfatidilcolina (LPC, 10

μM) (CHAUDHURI et al., 2003) e tratamento com AM, foram avaliadas utilizando a sonda Fluo-

4, capaz de emitir fluorescência ao interagir com o cálcio citoplasmático (λex/λem ~494/506

nm,Molecular Probes). A LPC é um produto da oxidação da LDLn, inclusive por cobre, que é

gerada pela ação da fosfolipase A2 associada a lipoproteínas (Lp-PLA2), uma enzima que circula

ligada a lipoproteínas de alta e baixa densidade e transforma fosfolipídios em lisofosfolipídios.

A LPC é o principal fosfolipídio oxidado encontrado namolécula de LDLox, sendo responsável

por vários dos efeitos da LDLox (COLLES; CHISOLM, 2000).

Células endoteliais (2x105 células/poço) foram plaqueadas em placas de 12 poços e os grupos

experimentais foram divididos da seguinte maneira: o grupo CT recebeu apenas veículo (água

ultrapura); o segundo grupo recebeu apenas 0,1 μM de amitriptilina (AM 0,1); o terceiro recebeu

apenas LPC (10 μM); e o quarto recebeu uma associação de LPC (10 μM) e AM (0,1 μM). As

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

O protocolo da seção 5.5.1 com algumasmodificações foi utilizado. Depois de serem transferidas

das placas para os microtubos, as células foram carregadas com 5 μM 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 cálcio foi medida nos tempos 0, 5, 10, 15 e 30 minutos após estímulo com 10 μM de

ACh. Os resultados foram expressos emMFI relativa ao basal (f/f0, em que f0 é aMFI medida

basal, anterior ao estímulo com ACh, e f é MFI medida em cada tempo após a adição da ACh).
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5.6. Experimentos commacrófagos

5.6.1. Captação de LDL oxidada

A avaliação da formação de células espumosas foi realizada por fluorescência. Macrófagos (2x105

células/poço) foram cultivados conforme descrito na seção 5.4 para marcação da LDLox com a

sonda Vermelho de Nilo (Sigma-Aldrich), que emite fluorescência alaranjada (λem≤ 570 nm)

ao ligar-se a lipídeos neutros presentes na molécula de LDLox, como triglicerídeos e ésteres de

colesterol (RUMIN et al., 2015); (GREENSPAN et al., 1985).

Após o tempo de tratamento, as células foramfixadas comPFA a 4% (v/v) em PBS por 10minutos,

lavadas e permeabilizadas com solução de bloqueio (Triton X-100 0,1% + albumina 1% em PBS)

por 30 minutos. Antes da montagem das lâminas e obtenção das imagens conforme descrito na

seção 5.5.3, as células foram incubadas por 30minutos, no escuro, com a sonda Vermelho de

Nilo (0,2 μg/mL).

5.6.2. Expressão proteica dos receptores CD36 e SR-A

Para determinar a expressão proteica de CD36 e SRA, os principais receptores de LDLox em

macrófagos, realizou-se imunofluorescência conformedescritona seção 5.5.3. Emexperimentos

isolados, foram utilizados os anticorpos primários anti-CD36 ou anti-SR-A (1:200, Invitrogen),

e o anticorpo secundário conjugado à sonda fluorescente CruzFluorTM (CFL) 488 (Santa Cruz).

5.6.3. Expressão proteica de iNOS

A expressão proteica de iNOS emmacrófagos foi avaliada por imunofluorescência conforme

protocolo descrito para as células endoteliais (Seção 5.5.3). Foram utilizados os anticorpos

primário anti-iNOS e secundário conjugado à sonda fluorescente CFL 488.

5.6.4. Dosagem de mediadores inflamatórios no sobrenadante celular

Adeterminaçãodas concentrações de IL-1β, TNF, IL-6 eCCL2no sobrenadante demacrófagos foi

feita por meio de ELISA (do inglês Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), um teste colorimétrico
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imunoenzimático que permite capturar e detectar proteínas utilizando anticorpos através de

reações enzimáticas que geram um produto final colorido mensurável em espectrofotômetro.

As células foram plaqueadas (1x105 células/poço) e tratadas conforme descrito para o cultivo

celular, na seção 5.4, em placas de 24 poços. Em seguida, os sobrenadantes celulares foram

coletados e submetidos ao kit ELISAMAXTM Standard Set (Biolegend, EUA) para a quantificação

de cada mediador de acordo com as instruções do fabricante. De forma resumida,microplacas

(Nunc Maxisorp®) de 96 poços 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 incubações e armazenadas ao

abrigo da luz sempre que necessário. Após 1 hora de bloqueio (1 % (p/v) de albumina de soro

bovino (BSA) em PBS), os padrões e as amostras foram incubados por mais 12 horas, a 4°C, até

a incubação dos anticorpos de detecção por 1 hora, em temperatura ambiente. Em seguida,

o complexo Avidina-HRP (horseradish peroxidase) foi incubado por 30 minutos e uma solução

de ortofenilenodiamina (OPD) composta de OPD 3,7 mM e 2 μL de H2O2 30% (v/v) em 10mL

de tampão citrato-fosfato, ácido cítrico 28 mM e Na2HPO4.7H2O 94 mM (pH=5) foi utilizada

como substrato. A reação foi interrompida após 15 minutos com uma solução de H2SO4 a 1 M. A

absorbância das amostras foi medida no comprimento de onda de 450 nm pelo leitor de placas

SynergyTM 2 utilizando o programa Gen5TM (ambos da BioTek® Instruments, Inc).

5.7. Análise estatística e expressão dos dados

A análise de todos os resultados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 7.00. A

presença de outliers foi identificada pelo teste de Grubbs. A distribuição dos dados foi analisada

com os testes de normalidade de D’Agostino & Pearson ou Shapiro-Wilk. Para os dados com

distribuição normal, foramutilizados o teste t, para comparar 2 grupos, ou a análise de variância

(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida do pós-teste de Tukey, para comparar 3 grupos oumais.

Os resultados dos experimentos de reatividade vascular foram expressos em percentual da

contraçãomáxima induzida pelo KCl. A concentração que induziu 50% de resposta (EC50), a

potência do agonista (pEC50, ou pD2, que equivale ao -log EC50) e a resposta máxima (Emax)

provocada pelo agonista também foram determinados por regressão não linear das curvas

concentração-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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6.4. Resumo dos resultados

O presente trabalho mostra de forma consistente os seguintes resultados. A LDLox foi capaz de

aumentar os níveis basais de NO via aumento na expressão de iNOS, reduzindo a contratilidade

induzida pela Phe; promover estresse oxidativo, via aumento de ROS; aumentar o cálcio intrace-

lular; induzir o aumento da captação de LDLox, via aumento na expressão dos receptores CD36 e

SRA; e elevar a concentração de CCL2, IL-6, IL-1β e TNF. A AMmodulou as alterações induzidas

pela LDLox prevenindo a hiporresponsividade vascular induzida pela LDLox, reduzindo a pro-

dução de NO pela iNOS e o influxo de cálcio aumentado pela LPC. Dessa forma, a AM atenuou o

acúmulo de LDLox via redução na expressão de SRA e, consequentemente, diminuiu a liberação

de CCL2, IL-6, IL-1β e TNF. Por fim, a AM, por si, aumentou a resposta contrátil induzida pela

Phe e reduziu a expressão das 3 isoformas da NOS, porém, aumentou a quantidade detectada de

NO após estímulo com ACh, reduziu a [Ca2+]i e aumentou a expressão dos receptores de LDLox

(CD36 e SRA) sem alterar a concentração de CCL2, IL-6, IL-1β e TNF. A figura 17 consiste na

representação esquemática do resumo dos resultados encontrados neste estudo.

Figura 17.:Representação esquemática do resumo dos resultados apresentados no presente trabalho. O
esquema 1 mostra os efeitos da AM (0,1 μM) sobre as respostas do controle (símbolos em lilás); o esquema
2, as alterações provocadas pela LDLox (50 μg/mL) sobre o controle (símbolos em preto) e a ação da AM
sobre as alterações provocadas pela LDLox (símbolos em amarelo).
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7. Discussão

7.1. Efeitos da exposição à LDLox

Aaterosclerose é umadoença progressiva e silenciosa quepode ser evitada e tratadapelo controle

dos fatores de risco e por uma gama de fármacos. 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 opções de tratamento para a doença. No presente estudo, a

pré-incubação com LDLox (50 μg/mL) por 24 horas reduziu a contração à Phe em relação ao

grupo CT e tal resposta foi associada ao aumento da expressão de iNOS em células endoteliais,

resultando em aumento dos níveis 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 indução prolongada

da expressão da iNOS pode levar a hiporresponsividade vascular em ratos com sepse induzida

por LPS devido às altas quantidades de NO produzidas. Tal fato leva a um quadro hipotensivo

sistêmico que é revertido pela inibição seletiva da iNOS (STRUNK et al., 2001). Estes dados

são suportados pelo significativo aumento na contratilidade dos vasos tratados com LDLox

em presença de L-NAME. Navia-Pelaez e colaboradores (2017) mostraram que a incubação

com uma concentração menor de LDLox (25 μg/mL) por 6 horas aumentou a resposta contrátil

de aorta de camundongo à Phe (NAVIA-PELAEZ et al., 2017). Este é um exemplo de que o

tempo de incubação, a concentração de LDLox, a forma de oxidação da lipoproteína e o modelo

experimental podem determinar o perfil de resposta observado.

Em umprimeiromomento, a LDLox pode provocar redução na biodisponibilidade de NO associ-

ado ao desacoplamento da eNOS e nNOS (CAMPOS-MOTA et al., 2017) e consequente aumento

da vasoconstrição induzida pela Phe. Com o prolongamento do estímulo, o perfil de resposta

muda, uma vez que é ativada a cascata inflamatória provocando aumento na expressão da iNOS

e na produção basal de NO. Em paralelo, há intensa liberação demediadores inflamatórios e

espécies reativas de oxigênio (levando ao estresse oxidativo) que, juntos, alimentam a lesão

aterosclerótica (DETMERS et al., 2000); (GLIOZZI et al., 2019). No presente estudo, quando foi

analisado o delta da AUC na presença e ausência de L-NAME, observou-se que o tratamento

com a LDLox levou a um aumento da variação observada, sugerindo aumento na biodisponibili-

dade de NO neste grupo. Como a única 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 aórticos foram pré-incubados por 24

horas emmeio de cultura e em incubadora de CO2 antes da montagem no sistema de banho de
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órgãos e avaliação da resposta vascular, de acordo com uma adaptação do protocolo de Navia-

Pelaez e colaboradores (NAVIA-PELAEZ et al., 2017), que utilizaram um tempo de 6 horas de

pré-incubação. O período de pré-incubação de 24 horas, por si só, parece ter levado a uma

hiporresponsividade ao agonista contrátil Phe, reduzindo a contração máxima, bem como a

sustentação necessária para a realização das curvas de relaxamento. Dessa forma, apenas as

alterações contráteis à Phe foram avaliadas. Esta limitação impossibilitou a avaliação da integri-

dade endotelial das preparações utilizadas neste estudo. Na tentativa de contornar tal limitação,

foi realizada, em paralelo, a montagem de anéis aórticos recém-isolados de camundongo pelo

mesmo experimentador e seguindo omesmo critério em todas as montagens, para a verificação

da integridade endotelial. Logo, a possibilidade de falha mecânica durante o processo de mon-

tagem foi minimizada. Contudo, como a resposta ao KCl foi preservada, os dados de contração

vascular induzida pela Phe foram expressos como percentual da contração máxima ao KCl de

cada preparação individualmente.

Vários estudos mostraram que a disfunção endotelial provocada pela LDLox promove o desaco-

plamento de eNOS e nNOS, causando redução na produção 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 alterações estruturais nas caveolas – um tipo de

balsa lipídica membranar onde a eNOS fica ancorada – promovendo o deslocamento da eNOS

e da caveolina, uma proteína de ancoragem da eNOS na caveola, para outro sítios na célula

(SHAUL, 2003). Neste trabalho foi visto que a LDLox reduziu a expressão total de eNOS e nNOS

e a produção de NO estimulada por ACh quando comparada ao grupo CT. Além disso, a LDLox

aumentou os níveis de O –
2 no estado basal e após estímulo com ACh, sugerindo também um

provável desacoplamento destas enzimas.

Apesar de o desacoplamento de eNOS e nNOS estar associado à produção de O –
2 , a maior fonte

de ROS nos vasos sanguíneos é a NADPHox (OU et al., 2010). Azumi e colaboradores (2002)

mostraramque existe correlação entre a produção de ROS e a expressão deNADPHox (p22-phox)

com a LDLox em carótidas de pacientes com angina pectoris (AZUMI et al., 2002). A NADPHox

possui duas subunidades catalíticas associadas que ficam na membrana (p91phox e p22phox) e

três regulatórias que ficam no citosol (p47phox, p40phox e p67phox). Para que ocorra a ativação da

NADPHox, é necessária a migração do complexo citosólico para a membrana, onde a p47phox

interage com a p22phox depois de sofrer fosforilação. Wang e colaboradores (2018) viram que a

LDLox é capaz de induzir a migração de p47-phox para a membrana (WANG et al., 2018). Neste

trabalho foi visto que a LDLox aumenta a expressão de p22phox e p47phox em células endoteliais.

Quando o O –
2 interage com o NO, favorece a disfunção endotelial por meio da redução da bio-

disponibilidade do NO e da formação de ONOO-, levando à progressão da placa aterosclerótica

na presença de LDLox (NAVIA-PELAEZ et al., 2017). O ONOO- é uma espécie reativa altamente

deletéria gerada após a reação do O –
2 com o NO que provoca peroxidação e nitração de vários
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substratos orgânicos, depleção de BH4 e desacoplamento das NOS constitutivas (DAVIGNON;

GANZ, 2004). No entanto, o presente estudo não avaliou os níveis de ONOO-.

A LDLox pode induzir a ativação de diversas vias pró-inflamatórias, como a doNFκB, induzindo

a transcrição gênica de iNOS emediadores pró-inflamatórios (ANRATHER et al., 2006); (BONO-

MINI et al., 2015). SegundoLeiva e colaboradores (2015), a LDLox é capazde estimular aprodução

de ROS e a liberação de CCL2, TNF e IL-1β. Em concordância com a literatura, foi mostrado

no presente estudo que a LDLox aumentou a expressão de iNOS e os níveis CCL2, IL-6, IL-1β e

TNF emmacrófagos. Uma importante etapa relacionada à ativação de vias pró-inflamatórias é

reconhecimento da LDLox pelos receptores de LDLox, o que também foi mostrado neste estudo.

Em relação ao grupo CT, a LDLox provocou aumento na expressão dos receptores CD36 e SRA.

Esses dados corroboram com Bekkering e colaboradores (2014) que mostraram que a exposição

prolongada com LDLox (por 24 horas) promoveu a formação de células espumosas pelo aumento

da expressão dos receptores scavenger CD36 e SRA, resultando em aumento na produção de

vários mediadores inflamatórios como IL-6, TNF, IL-8, IL-18 e CCL2 (BEKKERING et al., 2014).

O cálcio é um importante segundo mensageiro envolvido em uma série de eventos celulares,

desde a produção de NO pelas NOS constitutivas nas células endoteliais e a contração muscular

nas célulasmusculares lisas, até a apoptose em diversos tipos celulares. Mazière e colaboradores

(2005) mostraram que a LDLox é capaz de aumentar os níveis de cálcio intracelular, assim

como a LPC, um importante componente da molécula de LDLox associada aos seus efeitos

pró-aterogênicos (MAZIÈRE et al., 2005). Nos resultados aqui apresentados, a LPC (10 μM)

produziu um aumento sustentado na [Ca2+]i a partir de 10minutos do estímulo com ACh em

células endoteliais, ao passo que no grupoCThouve somente umpico de cálcio após 5minutos de

estímulo. Alémdisso,o cálciobasal tambémestavaaumentadonogrupoLPCemrelaçãoaogrupo

CT. Tal resultado está em concordância com os resultados de Chaudhuri e colaboradores (2003),

que mostraram um aumento intracelular de cálcio provocado pela LPC (12,5 μM) em células

endoteliais sem estímulo com ACh (CHAUDHURI et al., 2003). O aumento da [Ca2+]i também

está relacionado à ocorrência de apoptose por meio da ativação de inflamassoma e caspases

(ORRENIUS et al., 2003), e da amplificação da secreção de IL-1β, IL-6 e TNF, favorecendo um

estado pró-inflamatório (ROSSOL et al., 2012). Seabra e colaboradores (1998) mostraram que a

inibiçãoda elevaçãode cálcio intracelular, pormeio dobloqueio de canais de cálcio namembrana,

reduziu a produção de TNF em células de Kupffer (macrófagos residentes no fígado) (SEABRA

et al., 1998). Logo,moduladores do aumento de cálcio induzido por lipídeos oxidados seriam de

extrema utilidade clínica para o manejo da doença aterosclerótica.
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7.2. Efeitos da AM sobre as alterações induzidas pela LDLox

O objetivo geral do presente estudo foi investigar os efeitos da AM nas alterações provocadas

pela LDLox em aortas e macrófagos murinos, e em células endoteliais humanas. Portanto, foi

utilizado um modelo de incubação prolongada (por 24 horas) de células e vasos com LDLox

(50 μg/mL), crucial para o início e a manutenção da resposta imunoinflamatória característica

da doença. Como discutido anteriormente, os resultados obtidos mostraram que o modelo

in vitro escolhido foi capaz de reproduzir alguns dos eventos iniciais envolvidos na formação

da placa aterosclerótica. Como dito nos resultados, desafio com LDLox na concentração de

50 μg/mL foi escolhido porque esta foi a maior concentração de LDLox que não apresentou

citotoxicidade. Além disso, tal concentração de LDLox encontra-se dentro da faixa comumente

utilizada emmodelos in vitro para estudar a aterosclerose (XAVIER et al., 2004). A concentração

de 0,1 μM de AM, por sua vez, foi escolhida por ter sido considerada subterapêutica de acordo

com as estimativas realizadas e com a literatura. Em seu uso como antidepressivo e analgésico,

estima-se que as concentrações plasmáticas sejam de aproximadamente 80 a 200 ng/mL, ou

0,28 a 0,9 μM (EMC, 2021); (WU et al., 2012). Dessa forma, é plausível dizer que a exposição

das células e dos vasos à concentração de 0,1 μM de AM simulou uma dose subterapêutica do

fármaco.

Vários estudos têmmostrado o papel anti-inflamatório dos ADT, reduzindo o recrutamento de

células do sistema imune, a liberação de citocinas pró-inflamatórias e a ativação de vias pró-

inflamatórias (BIANCHI; PANERAI, 1996). No estudo de Lu e colaboradores (2020), a AM inibiu

a aterosclerose e a esteatose hepática não alcoólica em camundongos por meio da modulação

de esfingolipídios de membrana, reduzindo a produção de ceramida e, consequentemente,

a expressão de citocinas pró-inflamatórias e ativação de vias apoptóticas (LU et al., 2020).

Além disso, já foi mostrado também que a AM pode prevenir a angiogênese (GUAN et al.,

2019), processo pró-aterogênico que favorece a instabilidade da placa e a ocorrência de eventos

tromboembólicos (CAMARÉ et al., 2017).

No presente estudo a AM foi capaz de reverter a queda acentuada da contração observada no

grupo LDLox, aproximando a resposta observada à que foi vista no controle. Além disso, a

análise do delta da AUC na presença do L-NAMEmostrou que a diferença 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 presença de LDLox, a quantidade de ROS

detectada no grupo incubado com LDLox e AM foi menor quando comparada à do grupo LDLox,

porém, a AM não foi capaz de restaurar a expressão de eNOS e nNOS (reduzidas pela LDLox),

o que pode justificar o menor aumento de NO após estímulo com ACh em células endoteliais.

Contudo, tanto a expressão de iNOS quanto o NO basal foram significativamente menores no
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grupo incubado com LDLox e AM. Esses resultados estão em concordância com um estudo que

avaliou os efeitos de ADT emmodelo de dor neuropática em ratos, em que a administração em

dose única da AM (25 mg/kg) foi eficaz em promover antinocicepção por meio da inibição da

iNOS no SNC (FARGHALY et al., 2012). Portanto, os dados aqui apresentados sugerem que a AM

poderia reduzir a resposta inflamatória controlando a expressão de iNOS induzida pela LDLox.

Na presença de LDLox, a AM aumentou a expressão de receptores CD36, porém, a captação de

LDLox foi atenuada, o que provavelmente está relacionado à redução na expressão de receptores

SR-A observada emmacrófagos. Em 2010,Mäkinen e colaboradores mostraram que o silencia-

mento de umdos receptores, CD36 ou SR-A, é eficaz em reduzir a aterogênese em camundongos

emacrófagos da linhagemRAW264.7 incubados com LDLox por 24 horas. Foimostrado também

que a falta de umreceptor pode ser compensada pelo aumento na expressão do outro (MÄKINEN

et al., 2010). Além disso, a AM reduziu o transiente de cálcio em células endoteliais na presença

de LDLox, tanto no estado basal quanto após estímulo comACh. Rahaman e colaboradores (2011)

mostraram que a captação de LDLox, que também pode ser realizada pela célula endotelial, é

um processo dependente de cálcio (RAHAMAN et al., 2006). No grupo incubado com LDLox e

AM houve também redução na expressão de iNOS e na liberação dos mediadores inflamatórios

CCL2, IL-6, IL-1β e TNF no sobrenadante de macrófagos em relação ao grupo LDLox. Em um

modelo de fibrose pulmonar em ratos, a AM (10 mg/kg) reduziu a expressão de iNOS e NF-κB e

os níveis de TNF (ZAAFAN et al., 2019). Dessa forma, esses resultados sugerem que a AM possui

um papel no controle dos eventos pró-inflamatórios desencadeados pela LDLox.

Outra hipótese demecanismopor trás das ações daAMsobre as alterações induzidas pela LDLox,

além da inibição de vias pró-inflamatórias, seria a ativação de vias anti-inflamatórias. Kubera

e colaboradores (2000) mostraram que a administração de AM (10 mg/kg) em camundongos

C57BL/6, por 4 semanas, aumentou a secreção da citocina anti-inflamatória IL-10. Além disso,

alguns trabalhos mostram que o efeito anti-inflmátorio da AM está relacionado à redução de

estresse oxidativo. Kolla e colaboradores (2005) viram que o tratamento com AM (100 μM por 24

horas ou 50 μM por 48 horas) estava associado a um aumento da atividade da SOD em células

PC12 de rato (KOLLA et al., 2005). O O –
2 pode ser regulado pela atividade da enzima superóxido

dismutase (SOD), facilitando a conversão deO –
2 emH2O2 e contribuindo no controle do estresse

oxidativo celular. Nopresente trabalho, emboraa expressãodeNADPHoxnão tenha sidoalterada

no grupo incubado com LDLox e AM, a atividade da enzima parece ter sido reduzida, uma vez

que os níveis de ROS forammenores neste grupo em relação ao grupo LDLox no estado basal.
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7.3. Efeitos isolados da AM

Em doses terapêuticas, a AM geralmente produz hipotensão ortostática devido ao antagonismo

de receptores α1-adrenérgicos e ao bloqueio do influxo de cálcio 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

contração em anéis aórticos 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 contrátil à Phe em relação ao grupo CT, resultado

atribuído à redução da expressão das NOS e, consequentemente, dos níveis de NO em células

endoteliais. Além disso, o delta da AUC com L-NAME dos grupos incubados apenas com AM foi

menor em relação ao grupo CT, indicandomenor biodisponibilidade de NO. Esses resultados

estão em concordância com dados ainda em fase de publicação pelo nosso grupo que mostram

que, com 30 minutos de tratamento, a AM (0,1 μM) reduziu a produção de NO em células

endoteliais. Alguns dados na literatura sugerem que o potencial efeito anti-inflamatório da

AM esteja associado à redução de NO pela iNOS (VISMARI; PALERMO-NETO, 2012). Yaron e

colaboradores (1999) viramque a AM (0,3 a 2 μg/mL) reduziu oNOestimulado por LPS e citocinas

emmodelo de inflamação articular em células sinoviais humanas,mas não alterou a produção

de NO em células saudáveis (YARON et al., 1999). Alguns autores viram que a AM podemudar

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

Apesar da discreta alteração basal de NO, os níveis de NO após estímulo com ACh foram seme-

lhantes aos do controle. Embora conflitante, este dado sugere que a redução da expressão das

NOS constitutivas, induzida pela AM, parece não reduzir a atividade destas enzimas após 24

horas de incubação. Pelo contrário, para a manutenção dos níveis estimulados de NO diante

da redução da expressão das NOS, estas enzimas deveriam encontrar-se mais ativas. No en-

tendo, a análise do estresse oxidativo mostrou que os níveis de ROS também aumentaram após

estímulo com ACh no grupo incubado com AM, sugerindo atividade enzimática em um estado

desacoplado.

No entando, a AM inibiu o pico de cálcio intracelular (visto no grupo CT após estímulo com

ACh) e este resultado está em concordância com os dados da literatura que sugerem um efeito

bloqueador de canais de cálcio pela AM (CARDOSO et al., 2022); (WU et al., 2012); (LAVOIE

et al., 1990). A redução de cálcio nas células endoteliais deveria resultar em redução de NO

após estímulo com ACh,mas no presente trabalho, tal resposta não foi observada. Dessa forma,

os resultados de NO e ROS observados parecem ser resultantes de outra via conhecida para a

produção de NO, a de fosforilação direta das NOS pela PI3K/AKT. A confirmação dessa hipótese

poderia ser inferida pela análise da fosforilação dos sítios de ativação e inativação da eNOS e

nNOS. Contudo, o presente trabalho não traz essa análise. Porém, resultados ainda em fase de
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publicação pelo nosso grupomostraram que a incubação com uma concentraçãomaior de AM (1

μM), em relação à utilizada no presente trabalho, e por um tempomenor (30 minutos), resultou

em redução da produção de NO via redução da fosforilação de eNOSser1177 (sitio de ativação) e

aumento de nNOSser852 (sitio de inativação).

A AM aumentou também os níveis basais de O –
2 em relação ao controle. Tal aumento poderia

ser explicado, pelo menos parcialmente, pela diminuição do NO basal, gerando o acúmulo de

O –
2 . Além disso, a expressão de NADPHox também aumentou. Em contrapartida, Guan e

colaboradores (2019) não viram alterações os níveis de ROS resultantes da incubação com AM

(2,5 a 10 μM) em células endoteliais microvasculares de camundongo (GUAN et al., 2019).

Outrodado interessante a respeito do tratamento apenas comaAMfoi amodulaçãoda expressão

de receptores scavenger. A AM sozinha aumentou a expressão de receptores CD36 e SRA. Como a

AM pode atuar como antagonista de receptores TLR4, a interação do fármaco com este receptor

pode gerar um aumento compensatório na expressão dos outros receptores. Em contrapartida,

a expressão de iNOS e os níveis dos mediadores inflamatórios em macrófagos terem sido

inalterados se comparados ao controle. Obuchowicz e colaboradores (2006) mostraram que a

AM inibiu a liberação de IL-1β e TNF em cultura de micróglia de ratos (OBUCHOWICZ et al.,

2006). Outros autores tambémmostraram que ADT são capazes de reduzir a liberação de IL-6,

IL-1β e TNF emmonócitos estimulados com LPS (XIA, Z. et al., 1996).



8. Conclusão

A LDLox foi capaz de provocar uma hiporresponsividade vascular, causada pelo aumento da

expressão de iNOS e consequente produção de NO. A LDLox provocou ainda disfunção endote-

lial, caracterizada pela redução da expressão das NOS constitutivas, diminuição da produção

estimulada de NO e aumento do estresse oxidativo (via aumento da produção de ROS e da

expressão de NADPHox). Além disso, na presença de LPC, houve aumento da [Ca2+]i nas células

endoteliais. A LDLox induziu, ainda, o aumento da expressão dos receptores CD36 e SRA em

macrófagos, provocando captação de LDLox, aumento na expressão de iNOS e liberação de

CCL2, IL-6, IL-1β e TNF.

Na presença de LDLox, a AM reverteu a hiporresponsividade causada pela LDLox por meio

da redução da expressão de iNOS e dos níveis basais de NO, sem restaurar a expressão das

NOS constitutivas reduzidas pela LDLox. Além disso, a AM parece promover um estado com

prevalência de respostas anti-inflamatórias, já que reduziu os níveis totais de ROS, a [Ca2+]i, a

captação de LDLox (via redução de receptores SRA) e a liberação dos mediadores inflamatórios

induzidos pela LDLox. Na ausência de LDLox, a AM induz um aumento na resposta vascular

contrátil por meio da redução da expressão tanto das NOS constitutivas quanto da iNOS, com

consequente redução de NO. Contudo,mesmo tendo aumentado a expressão de NADPHox, a

AM sozinha não parece aumentar o estresse oxidativo de forma direta, nem estimula a liberação

de CCL2, IL-6, IL-1β e TNF.

Assim, os resultados obtidos neste trabalho sugeremque a AM foi capaz de prevenir as alterações

pró-inflamatórias e oxidativas induzidas pela LDLox, reduzindo citocinas pró-inflamatórias e

expressão de iNOS, o que contribui para um estado menos oxidativo. No entanto,mais estudos

são necessários para esclarecer as vias envolvidas nomecanismo de ação deste fármaco.
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SIQUEIRA, Antonela FA et al. LDL: da sıńdromemetabólica à instabilização da placa

aterosclerótica. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia &Metabologia, SciELO Brasil, v. 50,

p. 334–343, 2006.

SOEHNLEIN, Oliver; LIBBY, Peter. Targeting inflammation in atherosclerosis—from

experimental insights to the clinic.Nature ReviewsDrugDiscovery, Nature Publishing Group,

v. 20, n. 8, p. 589–610, 2021.

STEPP, DavidW et al. Native LDL andminimally oxidized LDL differentially regulate

superoxide anion in vascular endothelium in situ. American Journal of Physiology-Heart and

Circulatory Physiology, American Physiological Society Bethesda,MD, v. 283, n. 2, h750–h759,

2002.

STRUNK, Volker et al. Selective iNOS inhibition prevents hypotension in septic rats while

preserving endothelium-dependent vasodilation. Anesthesia &Analgesia, LWW, v. 92, n. 3,

p. 681–687, 2001.

SZAŁACH, Łukasz P et al.The influence of antidepressants on the immune system. Archivum

immunologiae et therapiae experimentalis, Springer, v. 67, n. 3, p. 143–151, 2019.

TALEVI, Alan; BELLERA, Carolina L. Challenges and opportunities with drug repurposing:

finding strategies to find alternative uses of therapeutics. v. 15. [S.l.]: Taylor & Francis, 2020.

p. 397–401.

TEIXEIRA, Bruno Costa et al. Inflammatory markers, endothelial function and cardiovascular

risk. Jornal Vascular Brasileiro, SciELO Brasil, v. 13, p. 108–115, 2014.

THOUR, Amit; MARWAHA, Raman. Amitriptyline, 2019.



69

TOTH, PP. Subclinical atherosclerosis: what it is, what it means and what we can do about it.

International journal of clinical practice,Wiley Online Library, v. 62, n. 8, p. 1246–1254, 2008.

TOUSOULIS, Dimitris et al.The role of nitric oxide on endothelial function. Current vascular

pharmacology, Bentham Science Publishers, v. 10, n. 1, p. 4–18, 2012.

ULRICH, S et al. Serum levels of amitriptyline and therapeutic effect in non-delusional

moderately to severely depressed in-patients: a therapeutic window relationship.

Pharmacopsychiatry, © GeorgThieme Verlag Stuttgart· New York, v. 34, n. 01, p. 33–40, 2001.

VANHOUTTE, Paul M. Endothelial dysfunction the first step toward coronary arteriosclerosis.

Circulation Journal,The Japanese Circulation Society, v. 73, n. 4, p. 595–601, 2009.

VERMES, István et al. A novel assay for apoptosis flow cytometric detection of

phosphatidylserine expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled annexin V.

Journal of immunologicalmethods, Elsevier, v. 184, n. 1, p. 39–51, 1995.

VILA, José M et al. Relaxant effects of antidepressants on human isolated mesenteric arteries.

British journal of clinical pharmacology,Wiley Online Library, v. 48, n. 2, p. 223–229, 1999.

VISMARI, L; ALVES, GJ et al. Amitriptyline and acute inflammation: a study using intravital

microscopy and the carrageenan-induced paw edemamodel. Pharmacology, v. 86, n. 4,

p. 231–239, 2010.

VISMARI, L; PALERMO-NETO, J. A possible role to nitric oxide in the anti-inflammatory effects

of amitriptyline. Immunopharmacology and Immunotoxicology, v. 34, n. 4, p. 578–585, 2012.

WANG, Jing et al. oxLDL-mediated cellular senescence is associated with increased NADPH

oxidase p47phox recruitment to caveolae. Bioscience Reports, Portland Press, v. 38, n. 3, 2018.

WU,Wenhui et al. Amitriptyline modulates calcium currents and intracellular calcium

concentration in mouse trigeminal ganglion neurons.Neuroscience Letters, Elsevier, v. 506,

n. 2, p. 307–311, 2012.

XAVIER, Hermes Toros et al. Effects of oxidized LDL on in vitro proliferation and spontaneous

motility of human coronary artery endothelial cells. Arquivos brasileiros de cardiologia,

SciELO Brasil, v. 83, n. 6, p. 488–492, 2004.

XIA, Brent T et al. Amitriptyline treatment mitigates sepsis-induced tumor necrosis factor

expression and coagulopathy. Shock, LWW, v. 51, n. 3, p. 356–363, 2019.

XIA, Zhenlei et al. Tricyclic antidepressants inhibit IL-6, IL-1β and TNF-α release in human

bloodmonocytes and IL-2 and interferon-γ in T cells. Immunopharmacology, Elsevier, v. 34,

n. 1, p. 27–37, 1996.

YARON, Ilana et al. Fluoxetine and amitriptyline inhibit nitric oxide, prostaglandin E2, and

hyaluronic acid production in human synovial cells and synovial tissue cultures. Arthritis &

Rheumatism: Official Journal of the American College of Rheumatology,Wiley Online Library,

v. 42, n. 12, p. 2561–2568, 1999.



70

ZAAFAN, Mai A et al. Amitriptyline attenuates bleomycin-induced pulmonary fibrosis:

modulation of the expression of NF-κB, iNOS, and Nrf2.Naunyn-Schmiedeberg’s archives of

pharmacology, Springer, v. 392, n. 3, p. 279–286, 2019.

ZHAI, You et al. Bioequivalence Study of Amitriptyline Hydrochloride Tablets in Healthy

Chinese Volunteers Under Fasting and Fed Conditions.DrugDesign,Development and

Therapy, Dove Press, v. 14, p. 3131, 2020.

ZHAO, Ruozhi; MA, Xiuli et al. Involvement of NADPH oxidase in oxidized LDL-induced

upregulation of heat shock factor-1 and plasminogen activator inhibitor-1 in vascular

endothelial cells. American Journal of Physiology-Endocrinology andMetabolism, American

Physiological Society, v. 297, n. 1, e104–e111, 2009.

ZHAO, Tian X; MALLAT, Ziad. Targeting the immune system in atherosclerosis: JACC

state-of-the-art review. Journal of the American College of Cardiology, American College of

Cardiology FoundationWashington, DC, v. 73, n. 13, p. 1691–1706, 2019.

ZIEGLER, Vincent E et al. Amitriptyline plasma levels and therapeutic response. Clinical

Pharmacology&Therapeutics,Wiley Online Library, v. 19, n. 6, p. 795–801, 1976.


	Introdução
	Revisão de literatura
	Síntese de óxido nítrico pelas óxido nítrico sintases
	Patogênese da aterosclerose
	Reposicionamento de fármacos
	Amitriptilina

	Justificativa
	Objetivos
	Objetivo geral
	Objetivos específicos

	Metodologia
	Obtenção da LDLox
	Isolamento da LDLn humana
	Oxidação da LDLn humana

	Delineamento experimental
	Experimentos de reatividade vascular em aorta torácica de camundongo
	Animais
	Obtenção dos anéis de aorta e incubação dos tratamentos
	Montagem e estabilização dos vasos em sistema de banho de órgãos
	Teste de viabilidade das preparações
	Resposta contrátil à fenilefrina e participação das NOS

	Cultivo celular
	Experimentos com células endoteliais
	Viabilidade celular
	Quantificação de NO e superóxido
	Expressão proteica de NOS e NADPH oxidase
	Influxo de cálcio

	Experimentos com macrófagos
	Captação de LDL oxidada
	Expressão proteica dos receptores CD36 e SR-A
	Expressão proteica de iNOS
	Dosagem de mediadores inflamatórios no sobrenadante celular

	Análise estatística e expressão dos dados

	Resultados
	Resultados do estudo em anéis de aorta de camundongo
	Efeito da AM sobre a disfunção vascular induzida pela LDLox

	Resultados do estudo em células endoteliais
	Viabilidade celular
	Quantificação de NO
	Expressão proteica das NOS
	Efeito da AM no estresse oxidativo induzido por LDLox
	Detecção de espécies reativas de oxigênio
	Expressão proteica de NADPH oxidase

	Avaliação do transiente intracelular de cálcio

	Resultados do estudo em macrófagos
	Captação de LDLox
	Avaliação da expressão proteica de receptores CD36 e SRA
	Avaliação da expressão proteica de iNOS
	Dosagem de mediadores inflamatórios no sobrenadante celular

	Resumo dos resultados

	Discussão
	Efeitos da exposição à LDLox
	Efeitos da AM sobre as alterações induzidas pela LDLox
	Efeitos isolados da AM

	Conclusão
	Referências bibliográficas

