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RESUMO

Os efeitos da hipercolesterolemia sobre a vasomotricidade de camundongos
deficientes para a apolipoproteina E (ApoE), um modelo murino que desenvolve
aterosclerose espontaneamente, ainda sado controversos. Os estudos prévios
foram realizados majoritariamente em vasos de condutancia e eles indicam que
as fémeas sdo mais susceptiveis a disfungdo endotelial do que os machos. No
presente estudo avaliamos a funcdo endotelial de vasos de resisténcia de
camundongos  fémeas normocolesterolémicos C57BL/6 (C57) e
hipercolesterolémicos (ApoE) ovariectomizados em comparagao aos normais.
Camundongos C57 e ApoE de 5 meses de idade foram submetidos a
ovariectomia (OVX) ou cirurgia ficticia (Sham) e estudados 30 dias apds o
procedimento. A reatividade vascular a norepinefrina (NE, 10 a 2x10° mol/L), &
acetilcolina (ACh, 10 a 107 mol/L) e ao nitroprussiato de sodio (NPS, 107 a
10" mol/L) foi avaliada no leito arteriolar mesentérico isolado através de curvas
concentragao-efeito. O relaxamento induzido pela ACh foi significativamente
reduzido nos animais ApoE quando comparado aos C57, como indicado pela
resposta maxima (37+4% vs. 72+1%) e pelo LogECsy (5,67 + 0,18 vs. 6,23 *
0,09 mol/L). A ovariectomia causou um prejuizo significante no relaxamento
promovido pela ACh no grupo C57 (resposta maxima: 61 + 4%), mas nao piorou
o estado deficiente de relaxamento dos camundongos ApoE (resposta maxima:

39 £ 5%). O vasorelaxamento induzido pelo NPS e a vasoconstrigdo induzida



pela NE foram similares nos animais ApoE e C57 fémeas. Este € o primeiro
estudo a mostrar um prejuizo na fungado endotelial de vasos de resisténcia de
camundongos espontaneamente ateroscleréticos (ApoE-deficientes) fémeas em
comparagao com camundongos fémeas normais (C57). A disfungcéo endotelial
nos animais hipercolesterolémicos foi tdo marcante que a ovariectomia, que
prejudicou a fungdo endotelial em C57, ndo causou dano adicional nos

camundongos ApoE-deficientes.



ABSTRACT

The effects of hypercholesterolemia on vasomotricity in apolipoprotein E-deficient
(ApoE) mice, a murine model of spontaneous atherosclerosis, are still
controversial. The studies were mostly made on conductance vessels and they
indicate that females are more susceptible than males to endothelial dysfunction.
In the present study we evaluated the endothelium function of resistance vessels
from normal C57BL/6 (C57) and hypercholesterolemic (ApoE) female mice in
both normal and ovariectomy conditions. Five month-old C57 and ApoE mice
underwent ovariectomy (OVX) or sham surgery and were studied 30 days later.
The vascular reactivity to norepinephrine (NE, 10 to 2x10 mol/L), acetylcholine
(ACh, 107 to 10 mol/L) and sodium nitroprusside (SNP, 107'° to 10 mol/L)
was evaluated in the isolated mesenteric arteriolar bed through concentration-
effect curves. ACh-induced relaxation was significantly reduced in ApoE
compared to C57 animals, as indicated by both the maximal response (37+4%
vs. 72+1%) and the LogECsy (5.67 + 0.18 vs. 6.23 £ 0.09 mol/L). Ovariectomy
caused a significant impairment in the ACh-induced relaxation in the C57 group
(maximal response: 61 + 4%) but did not worse the deficient state of relaxation of
ApoE animals (maximal response: 39 + 5%). SNP-induced vasorelaxation and
NE-induced vasoconstriction were similar in ApoE and C57 female mice. This is
the first study to show an impairment of endothelial function in resistance vessels

of spontaneously atherosclerotic (ApoE-deficient) female mice compared with



normal (C57) female mice. The endothelial dysfunction in hypercholesterolemic
animals was so marked that ovariectomy, which impaired the endothelial function

in C57, did not cause additional damage in ApoE-deficient mice.
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Introducao



1. Introdugao

A aterosclerose € uma doenga progressiva e multifatorial, que resulta da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais e que se caracteriza pelo
acumulo de elementos fibrosos na camada intima das artérias (Ross, 1999). O
modelo murino que tem deletado o gene que codifica a apolipoproteina E
(ApoE), que desenvolve espontaneamente hipercolesterolemia e lesdes
aterosclerdticas semelhantes as encontradas em humanos (Piedrahita et al.,
1992; Plump et al, 1992), tem contribuido de forma significativa para o
entendimento desta doenga. A ApoE €& uma lipoproteina constitutiva da
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) sintetizada pelo figado e por
outros tecidos e serve como um ligante de alta afinidade para os receptores da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) sendo, entdo, responsavel pela captagao

celular de LDL (Jawien et al., 2004).

Embora a disfungcdo endotelial seja considerada um dos primeiros estagios da
aterosclerose (Ross, 1993), sua ocorréncia nos camundongos ApoE knockout
ainda € controversa. Estudos em vasos de condutancia de machos e fémeas
desta linhagem de animais mostram tanto fungcdo endotelial normal (Gervais et
al., 2003; Villeneuve et al., 2003) quanto disfungdo endotelial (Deckert et al.,
1999; Niebauer et al., 1999; d'Uscio et al., 2001; Jiang et al., 2001). Por outro

lado, alguns estudos mostram que a fungdo endotelial encontra-se normal em



vasos de resisténcia deste modelo experimental (Arruda et al., 2005; Wélfle &

Wit, 2005), porém tais estudos sé&o restritos a camundongos machos.

Encontra-se bem estabelecido o fato de que os estrégenos exercem inumeros
efeitos diretos na parede dos vasos sanguineos (Mendelsohn, 2000; Arnal &
Bayard, 2001; Tostes et al., 2003; Maturana et al., 2007) e que as mulheres
apos a menopausa apresentam elevado risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (Carr et al., 2000), que é reduzido pela administragdo exogena
de 17B-estradiol (Chae et al., 1997; Quiao et al., 2008). Corroborando esta
hipétese trabalhos mostram que a perda dos hormdnios femininos leva ao
prejuizo da fungdo endotelial de ratas (Dantas et al., 1999; Molsiri et al., 2004,

Stice et al., 2009), mas os estudos ainda sao incipientes em camundongos.

1.1. Aterosclerose

A aterosclerose € a doenga responsavel pelo maior indice de morbidade e
mortalidade no mundo. No Brasil, em 1995, 23% das mortes em todas as idades
ocorreram em consequéncia da aterosclerose (Corréa-Camacho et al., 2007).
Essa porcentagem cresce para 26,3% quando a analise é feita exclusivamente

no estado de Sao Paulo e 32,7% no Rio Grande do Sul (Montenegro, 1999).

Desde o inicio do século, varios pesquisadores tiveram interesse em estabelecer

a histéria natural da aterosclerose, pois dados de necropsias indicaram vinculo



entre doencas arteriais aterosclerodticas e disturbios cardiovasculares (Giannini,
2000). A aterosclerose foi primeiramente descrita por Virchow (século XIX), o
qual propbs que determinadas lesbes encontradas nos vasos seriam
decorrentes da “insudacédo” de plasma para a camada intima das artérias,
resultando em um processo proliferativo localizado. Uma outra teoria, chamada
teoria da “incrustacao”, defende que as alteragdes vasculares ocorriam em
virtude de pequenos trombos que, ao se organizarem, espessavam a camada
intima (Giannini, 2000). Atualmente, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
define a aterosclerose como sendo doenga de artérias de grande ou médio
calibre, caracterizada por alteragdes da intima, representadas por acumulo de
lipideos, carboidratos complexos, componentes do sangue, células e material

intercelular.

A aterosclerose primariamente afeta artérias elasticas, como a aorta, a carétida
e as iliacas, mas também pode comprometer as grandes e médias, como a
coronaria e as popliteas. A doenga pode comegar na infancia, porém os
sintomas nao sao detectados até a idade adulta ou até a terceira idade, quando
ocorrem lesdes e os orgaos sao afetados (Stary et al., 1995). Os sintomas da
doencga aterosclerética sdo mais freqlentes nas artérias que irrigam o coragéo, o
cérebro, os rins, as extremidades e o intestino delgado. Infarto do miocardio,
infarto cerebral e aneurisma adrtico sdo as maiores consequéncias dessa
doenga. Além disso, a diminuigdo na irrigagdo pode levar a gangrena dos

membros inferiores ou a oclusdo mesentérica (Strong, 1992). A



hipercolesterolemia, a obesidade, o envelhecimento e a suscetibilidade genética

individual figuram entre os fatores de risco para leséo arterial (Ross, 1999).

Observacgoes fisiopatologicas em seres humanos e animais levantam a hipotese
de que a aterosclerose é resultante de uma resposta do organismo a injuria
tecidual, com enfoque para a disfuncdo endotelial, apontada como o marco
inicial da doenga (Quyymi, 1998; Corréa-Camacho et al., 2007). A resposta
vascular a lesdo induzidas pelos fatores de risco é de tipo inflamatério e envolve
a interacdo de diversos grupos celulares, como células endoteliais,
monocitos/macréfagos, linfocitos T, plaquetas e células musculares lisas
vasculares (CMLV). As lesbes iniciais ocorrem especialmente em locais onde o
fluxo laminar sanguineo esta alterado, o que interfere na tensao de cisalhamento
(shear stress) e nas caracteristicas normais do endotélio, causando diminuigdo
da produgao de oxido nitrico (NO). A formagéo da placa ateromatosa (ateroma)
pode ser dividida em cinco fases fundamentais, a saber: 1) disfungéo endotelial;
2) penetragao de LDL e leucécitos circulantes, especificamente linfécitos T e
monocitos, para a regido subendotelial; 3) oxidagdo de LDL; 4) formagao de
células espumosas; 5) migragdo e proliferacdo de CMLV para o espago
subendotelial e sintese de matriz extracelular; 6) lesdo estrutural do endotélio,

com deposigao de plaquetas e formagao de trombos (Luz & Uint, 2005).

A presenca de disfungdo resulta em aumento da permeabilidade endotelial a
lipoproteinas e outros constituintes plasmaticos. A deposi¢ao de leucdcitos sobre

o endotélio e sua penetracdo € mediada por moléculas de adesao expressas no



endotélio e nas células circulantes, dentre as quais se destacam a VCAM-1
(vascular cell adhesion molecule), a ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), a
ELAM-1 (endothelial leukocyte adhesion molecule) e a E-selectina (Bevilacqua,
1993). Acredita-se que a secregcdao de moléculas de adesédo é regulada por
citocinas sintetizadas em pequenas concentragoes pelo endotélio arterial, como
a interleucina-1 (IL-1), a interleucina-4 (IL-4), a interleucina-6 (IL-6), o TNFa
(tumor necrosis factor alfa) e o IFNy (interferon gama). Na vigéncia de disfungao
endotelial a concentracdo destas se eleva, estimulando a producdo de
moléculas de adesdo favorecendo, assim, o recrutamento e a adesédo de

mondacitos a superficie endotelial (Gimbrone, 1994).

Em contato com células endoteliais, macrofagos ou células musculares lisas que
produzem radicais livres de O,, as particulas de LDL sofrem oxidacéo
progressiva; inicialmente, somente de seus lipides (LDLmox, minimamente
oxidada) e, depois, também de seu componente protéico (LDLox, totalmente
oxidada) (Berliner et al., 1995). A particula oxidada passa a ser reconhecida por
receptores acetilados (scavenger receptors) e CD-36 na superficie dos
macrofagos. Os macréfagos sao oriundos da diferenciacdo de mondécitos, que
também penetraram na regido subendotelial simultaneamente a LDL. Tais
receptores acetilados ndo sao regulados pela concentragdo intracelular de
colesterol; assim, macrofagos incorporam grandes quantidades de particulas de
LDLox e tornam-se ricos em conteudo lipidico. Formam-se, assim, as células
espumosas (foam cells), caracteristicas da estria gordurosa, lesdo mais precoce

reconhecida no inicio da aterosclerose. A Figura 1 a seguir ilustra as



modificagdes oxidativas ocorridas durante formagao da placa aterosclerética ora

descritas.

Circulating monocytes
Vessel lumen

Native LDL

Endothelial
cells

Endothelial Endothelial
injury dysfunction

J"g_ “"" Subendothelial

-
- e : p = space
Cell-rpdeqiated R Foam cell — | * v
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- - — A
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Figura 1. Modicacbes oxidativas na aterosclerose. Particulas de LDL s&o retidas
no espacgo subendotelial, onde sofrem oxidagédo. LDLox estimula a quimiotaxia
de mondcitos (A), impede a saida de mondcitos (B), formam as células
espumosas (C) e acentua a disfungao e injuria endoteliais (D). Com o acumulo
de LDLox, as células espumosas sofrem necrose (E). (Adaptado de Stocker &

Keaney, 2004)

As células musculares lisas vasculares, ao migrarem para a intima, proliferam e
passam a produzir citocinas, fatores de crescimento e matriz extracelular,
constituida principalmente de colageno e proteoglicanos (Berliner et al., 1995).
Ha erosdo endotelial induzida pela molécula de LDL oxidada, o que causa a

formacdo de microtrombos de plaquetas, que também produzirdo fatores de



crescimento derivados de plaquetas, incluindo o PDGF (platelet derived growth
factor). Nesta fase, o endotélio pode apresentar lesdes extensas. A interagao
entre plaquetas, endotélio, células musculares lisas e macréfagos determinara o
grau de proliferagdo celular, secre¢cdo de matriz extracelular e,

consequentemente, a extensao da placa madura (Lusis, 2000).

1.2. Camundongo ApoE knockout

Por varias décadas, utilizou-se o rato como a principal espécie nos estudos
experimentais. Ultimamente, passou-se a usar o camundongo como nova
ferramenta de pesquisa devido ao seu pequeno porte, menor custo de
manutencao, curto periodo de gestagcdo e a possibilidade de aplicagdo dos
avangos da genética avangada para a obtencdo de animais modificados
geneticamente como, por exemplo, o camundongo knockout para a
apolipoproteina E (ApoE) (Hofker et al., 1998). Este modelo murino foi
desenvolvido independentemente por trés laboratorios distintos (Piedrahita et al.,
1992; Plump et al., 1992, Van Ree at al., 1994), que utilizaram estratégia similar
para abolir a produgdo da apolipoproteina E. O gene que codifica a ApoE foi
inativado nas células tronco embrionarias de um camundongo saudavel e, em
seguida, tais células foram inseridas em blastbmeros de camundongos
isogénicos C57BL/6 (C57). Assim, foram gerados filhotes hetero (ApoE™") e

homozigotos (ApoE™) para a apolipoproteina E e, através de cruzamentos entre



as linhagens homozigotas, foi originado o camundongo Knockout para a ApoE

(Plump et al., 1992).

A ApoE é uma glicoproteina com peso molecular de aproximadamente 34 kD
que é sintetizada pelo figado, cérebro e outros tecidos, tanto em camundongos
quanto em humanos; € componente estrutural da lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e sintetizada pelo figado e por outros tecidos, servindo como
um ligante de alta afinidade para os receptores da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) sendo, entdo, responsavel pela captagdo celular de LDL

(Jawien et al., 2004).

O camundongo ApoE Knockout é considerado um dos mais relevantes modelos
para o estudo da aterosclerose, ja que os animais s&o hipercolesterolémicos
(apresentando niveis de colesterol plasmatico aproximadamente 5 vezes maior
que camundongos C57) e desenvolvem lesdes arteriais espontaneas (Piedrahita
et al., 1992; Plump et al., 1992). Esta linhagem de camundongos, ainda, permite
o estudo da patogénese e da terapia da aterosclerose, visto que contém todo o
espectro de lesbes observado durante a aterogénese humana, sendo

semelhante a hiperlipidemia do tipo Il (Plump et al., 1992, Jawienh et al., 2004).



1.3. Endotélio Vascular

O endotélio € uma monocamada de epitélio pavimentoso localizada entre o
sangue circulante e a camada média do musculo liso vascular, utilizando-se
desta localizagdo para manter a homeostase da parede vascular e a regulagéo
da circulagdo. O endotélio recobre todos os vasos do organismo, dede o
coragdo, grandes, médias e pequenas artérias, microartérias e capilares, bem
como toda a arvore venosa, veias pos-capilares, pequenas, médias e grandes
veias que conduzem o sangue de volta ao coragao e aos vasos linfaticos (Luz et

al., 2005).

O conhecimento sobre a fungdo da célula endotelial vascular mudou muito nas
ultimas trés décadas, quando Furchgott e Zawadzki, em 1980, demonstraram
que a célula endotelial modula o tdnus vascular. A célula endotelial controla
ativamente o tonus vascular, a coagulacdo, a trombdlise, o remodelamento
vascular e a resposta inflamatéria e imune. A presenga da célula endotelial
recobrindo todo o leito vascular pode significar, em um primeiro momento, que o
endotélio forma uma extensa rede de prote¢ao entre os componentes do sangue
e os tecidos para permitir melhor fluidez e evitar a coagulagdo do sangue.
Contudo, a forma pela qual € montada a estrutura e a organizagcao da rede
requer o contato intimo entre as células endoteliais. Em qualquer situacao de
quebra de continuidade da rede ou perda do contato, as células se organizam e

procuram, novamente, refazer a conexao intercelular.



O endotélio pode ser considerado um 6rgao enddcrino ativo que, em resposta a
estimulos humorais, neurais e mecanicos, sintetiza e libera substéncias
vasoativas que modulam tonus, calibre vascular e fluxo sanguineo,
desempenhando papel fundamental na regulagcdo da circulagdo. Essas
substancias vasoativas foram denominadas fatores relaxantes derivados do
endotélio (EDRFs) e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs). Dentre
os EDRFs, pode-se citar: 6xido nitrico — NO (Jover et al., 1993; Palmer et al.,
1987; Palmer et al., 1988), prostaciclina — PGl,, monoxido de carbono — CO e
varios fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHFs), como o acido
epoxieicosatriendico — EET, metabdlito do acido araquidbénico via P450
(Campbell et al., 1996), e endocabindides (He & Curry, 1993). Sdo EDCEFs:
endotelina — ET4 (Zakhary et al., 1996), produtos da ciclooxigenase, como
endoperéxidos — PGH, e tromboxano — TXA; (Diedrich et al., 1990); e espécies
reativas de oxigénio, como o anion superdxido — O2. Sdo liberados também pelo
endotélio: interleucinas, fatores de crescimento, inibidores de plasminogénio e

fator de Von Willebrand (Schieffer et al., 1997).

Em situagdes fisioldgicas, o endotélio desempenha papel protetor do vaso
sanguineo. Através de estimulo fisiolégico como a forgca de arraste e o shear
stress exercida pelo fluxo sanguineo sobre as células endoteliais, ha formacéao
basal de NO mantendo o vaso sanguineo num estado constante de

vasodilatacédo (Reinhardt et al., 1996), conforme pode ser visto na figura 2.



Considerando-se os principais agentes vasoativos, o NO é sintetizado a partir do
aminoacido L-arginina, por acao de uma familia de enzimas NO sintase (NOS).
Trés isoformas distintas da NOS tém sido identificadas, produtos de trés genes
diferentes. Estas isoformas receberam as seguintes nomenclaturas: nNOS
(NOS-I), isoforma predominante em tecido neuronal; iINOS (NOS-II), isoforma
induzivel numa variedade de células e tecidos, como macrofagos, leucécitos
polimorfonucleares, endotélio, musculo liso vascular, figado e bacgo; e eNOS
(NOS-III), a qual foi primeiramente encontrada na célula endotelial. A molécula
do NO é um radical livre (pois apresenta um elétron desemparelhado na ultima
camada) em estado gasoso (Kojda et al., 1999). O NO é livremente difusivel e
cruza membranas celulares, natureza esta que confere a esta molécula a
capacidade de reagir com outros radicais livres ou com o oxigénio molecular
(que € um di-radical). Dentre os produtos de oxidagdo do NO, o nitrito (NO2") e o
nitrato (NO3") sdo os seus principais metabdlitos fisiolégicos em meio aquoso e
podem ser mensurados como indices da producdo de NO em um determinado

sistema bilogico (Fakuto & Wink, 1999; Augusto et al., 2002).
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Figura 2. Vaso sanguineo com fatores relaxantes (EDRFs) e contrateis (EDCFs)

derivados do endotélio. (Luz et al., 2005)

O NO (derivado do endotélio) medeia ativamente muitas das fungdes protetoras
exercidas pelo endotélio intacto e, em conjunto com a PGl;, o NO exerce
potente efeito antiaterogénico e tromborresistente, prevenindo adesdo e
agregacgao plaquetarias (Zakhary et al., 1996; Furchgott, 1988). Além disso, o
NO também influencia a contratilidade do miocardio (Brady et al., 1993). Estudos
in vivo tém demonstrado claramente que o NO e a ET, agindo em sentidos
opostos, regulam o tbnus vascular e a pressao arterial. Perda da integridade
funcional do endotélio ou disfungdo endotelial, em que ha desequilibrio entre
produgao diminuida de NO e aumentada de ET4, parece estar associada com a
maioria dos fatores de risco cardiovasculares, como a hipertensdo arterial,
hipercolesterolemia, diabetes, aterosclerose, menopausa, tabagismo e

envelhecimento. Ha aumento das respostas vasoconstritoras, proliferagcdo e



migracdo das ceélulas do musculo liso vascular, adesdo de plaquetas e
monadcitos e aumento na expressao de moléculas de adesao (Carvalho et al.,

1997; Sader et al., 2001).

O alvo fisiolégico do NO é a guanilato ciclase soluvel, um heterodimero que
contém o grupo heme e que sintetiza guanosina monofosfato ciclico, o GMPc
(McGuire et al., 2001). A atividade basal da guanilato ciclase € baixa, mas
quando o NO se liga a porgédo heme a atividade aumenta acima de 400 vezes. O
aumento da concentracdo intracelular de GMPc estimula proteinas quinases
dependentes de GMPc. Subsequentemente, trés proteinas sao fosforiladas
(fosfolambam, IRAG-1,4,5 trifosfato de inositol (IP3), receptor associado a
substrato quinase GMPc e canal de K'calcio-dependente, resultando numa
diminuida concentragdo de Ca** e conseqliente vasodilatagcdo (Gewaltig et al.,

2002).

A prostaciclina (PGl;) pode ser considerada como um EDRF devido a sua
atividade vasodilatadora e sua origem primariamente endotelial (Moro et al.,
1996). A via da PGl,, sintetizada pela ciclooxigenase, ativa a adenil ciclase e
aumenta a concentragdo de Adenosina Monofosfato Ciclico (AMPc), o que leva
a reducao da concentracao de calcio intracelular nas células dos musculos lisos
vasculares (Girardi et al., 2006). O efeito relaxante da PGl;, é aditivo ao do NO.

No que diz respeito a agregacao plaquetaria, o NO e a prostaciclina sao



sinérgicos e, quando administrados concomitantemente, causam inibi¢ao intensa

da agregacao plaquetaria (Radomski et al., 1993).

Em varios vasos sanguineos, o relaxamento dependente do endotélio pode ser
acompanhado por hiperpolarizacao das células do musculo liso dependente do
endotélio (Nigro et al., 1997). Este relaxamento dependente do endotélio e
hiperpolarizacdo podem ser parcial ou totalmente resistentes a inibidores da
ciclooxigenase e de 6xido nitrico sintases (Gathwaite et al., 1988; Nakaki et al.,
1990) e podem ocorrer sem aumento dos niveis intracelulares de nucleotideos
ciclicos nas células do musculo liso (Moncada et al., 1986). Portanto, a
existéncia de uma via adicional que envolve hiperpolarizacdo do musculo liso foi
sugerida e atribuida a um fator endotelial ndo caracterizado chamado fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) (Mombouli et al., 1992). Em geral,
a hiperpolarizacdo do musculo liso produz relaxamento por reduzir tanto a
probabilidade de abertura de canais de Ca®* dependentes de voltagem quanto a
taxa de renovacdo de fosfatidilinositol intracelular, diminuindo assim a
concentracdo intracelular de Ca®*. A contribuicdo das respostas mediadas por
EDHF, como um mecanismo de relaxamento dependente do endotélio, aumenta
com a diminuicio do calibre do vaso, exceto em leitos coronarianos e renais nos
quais o EDHF tem um papel importante mesmo em artérias de condugao (Fortes
et al., 1992; Radomski et al., 1987). Em camundongos, as respostas mediadas
por EDHF em vasos de resisténcia sdo tdo importantes quanto as respostas
induzidas por NO-vasodilatador derivado do endotélio, pois hem a dele¢cdo do

gene que codifica a eNOS nem a inibicio de NOS atenuam a resposta



vasodilatadora induzidas por agonistas tanto in vivo quanto in vitro (Brandes et

al., 2000; Weiner et al., 1994).

Em suma, diversos mecanismos vasoativos dependentes do endotélio
representam um sistema orquestrado que efetua uma regulagdo de primeira
ordem no tdbnus vasomotor de artérias de condutancia, bem como na modulacéo
do fluxo em vasos de resisténcia e ajustes distributivos entre diferentes camadas
do 6rgao. Estes efeitos tém papel fisioldégico essencial e participam da génese e
das adaptagcbes a condigdes patoldgicas vasculares constituindo-se, nesses
casos, em alvos primarios de intervengdes terapéuticas (Luz et al., 2005). Em
contrapartida, a disfungéo endotelial parece desempenhar um papel patogénico
no desenvolvimento inicial da aterosclerose (Ross, 1993; Choen, 1995) e das
sindromes coronarianas instaveis (Okumura et al., 1992), sendo associada aos
fatores de risco para a doenga aterosclerética(Clarkson et al., 1997; Woo et al.,
1997), estando presente mesmo antes de o comprometimento vascular ser

evidente (Caramori & Zago, 2000).

A disfuncéo endotelial pode ser determinada pela redugao da disponibilidade de
vasodilatadores derivados do endotélio, por um aumento local na concentracéo
de substancias antagonistas destes vasodilatadores ou por uma associagéo
desses dois fatores (Caramori & Zago, 2000). Redugédo na sintese ou na
disponibilidade local de NO tem sido freqientemente imputada como a principal

responsavel pela disfuncdo endotelial em diversas situacbes clinicas. A



liberagdo de NO derivado do endotélio esta diminuida em individuos com fatores
de risco para doencga arterial coronariana (Celermajer et al., 1992; Vita et al.,
1990; Sorensen et al., 1994), assim como em pacientes com aterosclerose
coronariana estabelecida (Ludmer et al., 1986; Vita et al., 1989). Uma reducéao
na disponibilidade vascular de NO determina prejuizo na vasodilatagao
endotélio-dependente, aumento da agregagédo plaquetaria e da adesdo de
monocitos ao endotélio e influencia a proliferacao de células musculares lisas
vasculares, provavelmente contribuindo para o desenvolvimento e progressao
da aterosclerose. Em modelos animais de hipercolesterolemia, como o
camundongo knockout para a ApoE, a inibicado farmacolégica da 6xido nitrico
sintase acelera a aterosclerose (Cayatte et al., 1994), enquanto que um aumento
na disponibilidade de NO reduz a progressédo da doenga com possivel indugéo

de regressao (Cooke et al., 1992; De Meyer et al., 1995).

A inativacdo do 6xido nitrico endotelial por radicais livres derivados de oxigénio
pode ser um importante fator no desenvolvimento da disfungdo endotelial
(Gryglewski et al., 1986). Estudos experimentais sugerem que os agentes
antioxidantes possam restabelecer a fungdo endotelial (Keaney et al., 1993;
Keaney et al., 1995). A vitamina C, potente antioxidante in vivo e in vitro que
inibe a peroxidacdo de lipidios mediada pelo anion superoxido (Frei, 1994),
melhora a funcao endotelial da artéria braquial em pacientes com doenca arterial
coronariana (Levine et al., 1996), com diabetes mellitus (Ting et al., 1997) e em

tabagistas (Heirtzer et al., 1996).



Um aumento nos inibidores enddégenos da sintese de NO também pode estar
envolvido na génese da disfungcdo endotelial. Na insuficiéncia renal, os niveis
plasmaticos de analogos metilados da arginina (dimetilarginina assimétrica)
estdo significativamente aumentados, podendo competir com a L-arginina como
substrato na sintese de NO (Vallance et al., 1992). Foi também demonstrado
que a dimetilarginina assimétrica estd elevada em individuos jovens com
hipercolesterolemia e que este aumento é associado a disfuncdo vasomotora

endotélio-dependente (Boger et al., 1998).

Outro mecanismo de disfuncdo vasomotora endotelial que tem sido
frequentemente observado € o aumento de endotelina-1. Concentracdes
plasmaticas elevadas de ETq tém sido relatadas no infarto do miocardio, no
choque cardiogénico, na angina instavel, na doenga arterial coronariana em
geral, na insuficiéncia cardiaca e na hipertensdo essencial (Cernacek et al.,
1989; Shichiri et al., 1990). Em estados de disfungcdo endotelial, como na
aterosclerose, a acdo da ET4, sem a oposicdo do NO, tende a promover
vasoconstricdo e proliferagdo de células musculares lisas vasculares (Lopez et

al., 1990).



1.4. 17B3-Estradiol

As doencgas cardiovasculares (DCV) constituem, tanto em paises desenvolvidos
(Wenger et al., 1993) quanto no Brasil (Mansur et al., 2001), a principal causa de
morbimortalidade em mulheres. Diversas evidéncias epidemiologicas sugerem
que a privagao estrogénica que acontece com o climatério, e ainda mais com a
menopausa, aumenta o risco de DCV. Estas evidéncias apontam para a possivel
influéncia dos horménios sexuais femininos no sistema vascular. Em mulheres
na pré-menopausa, a doenga coronaria € as complicagdes gerais das DCV sao
extremamente raras, mesmo em grupos de alto risco. Depois da menopausa,
este risco reduzido comega a desaparecer, de forma que existe um atraso na
manifestacao clinica de DCV, que acontece 10 a 15 anos mais tarde. O estudo
de Framingham (Gordon et al., 1978) demonstrou que a incidéncia de DCV era
menor em mulheres na pré-menopausa quando comparada com homens da
mesma idade, e que esta incidéncia tornava-se semelhante na sétima e oitava
décadas de vida. Este aumento de incidéncia em mulheres era mais evidente
quando a menopausa acontecia precocemente ou era induzida cirurgicamente.
Outro estudo longitudinal demonstrou que quanto mais precocemente acontece
a menopausa, maior a incidéncia de DCV (van der Shouw et al., 1996). Na faixa
etaria de maior probabilidade de instalacdo da menopausa, isto é, por volta de
50 anos, diversas alteragdes ocorrem nos fatores de risco, criando um perfil que

predispdbe ao desenvolvimento da doenca arterial coronaria. Observa-se



elevacédo do colesterol total e LDL-colesterol, aumento dos niveis de fibrinogénio

e fator VIl plasmatico e diminuicdo do potencial fibrinolitico (Gebara et al., 1995).

As mulheres podem ser consideradas hemodinamicamente mais jovens do que
homens da mesma idade, e esta diferenca permanece até a idade da
menopausa, quando o perfil hemodinamico se aproxima ao masculino (van der
Shouw et al., 1996). A capacidade vasodilatadora, dependente ou n&o da
presengca do endotélio, € maior na pré-menopausa. Quando um grupo de
mulheres na pré-menopausa € comparado com mulheres que foram submetidas
a ovariectomia, observa-se que estas ultimas apresentam disfungcéo na funcgéo
vasodilatadora endotelial, que é revertida com a administragao terapéutica de

reposi¢ao hormonal (Stampfer et al., 1991).

Apenas trés estrogénios estdo presentes em quantidades significativas no
plasma da mulher: 173-Estradiol (estradiol), estrona e estriol. Na mulher “n&o-
gravida” normal, os estrogénios sdo secretados em quantidades significativas
apenas pelos ovarios, embora quantidades minimas também sejam secretadas
pelos cortices adrenais. O principal estrogénio secretado pelos ovarios € o
estradiol, visto que sua poténcia estrogénica € em torno de 12 vezes a da
estrona e 80 vezes a do estriol. O estradiol possui varios efeitos metabdlicos e
cardiovasculares importantes. Parece ser responsaveis, em parte, pela
manutencado da estrutura e funcdo normal da pele e dos vasos sanguineos.

Também diminui a taxa de reabsor¢cdo 6ssea ao promover a apoptose dos



osteoclastos e ao antagonizar os efeitos osteoclastogénicos e pré-osteoclasticos
do horménio paratireoidiano e da interleucina-6; estimula a producao de leptina
pelo tecido adiposo e, em parte, é responsavel pelos niveis mais elevados desse

horménio nas mulheres, em comparagdo com os homens (Guyton & Hall, 2006).

O estradiol, ainda, diminui os niveis plasmaticos de LDL, aumenta os niveis de
HDL e de triglicérides. O significado clinico do aumento de triglicérides
provavelmente € minimo, uma vez que essa elevacdo ocorre a custa de
particulas grandes, de baixa densidade, que sao rapidamente retiradas de
circulacdo e nao se decompdéem em outras particulas mais aterogénicas (Walsh
et al., 1991). Estudos demonstraram que a velocidade de oxidacdo das
particulas de LDL diminui coma reposigdo hormonal com estrogénios (Sack et
al., 1994). O LDL moderadamente oxidado é importante fator aterogénico que
também estimula a produgao do inibidor do ativador do plasminogénio tecidual,
modulador do sistema fibrinolitico endégeno. Dessa forma, o estradiol, além de
reduzir os niveis de LDL, também impede sua oxidag¢ao, o que confere protegcao

contra o processo aterogénico.

Os receptores de estrogénio sao encontrados nas células musculares lisas e no
endotélio das artérias. Os receptores estrogénicos alfa e beta sdo considerados
homologos e, assim como todos os receptores de hormdnios esterdides, alteram
a expressao genética quando ativados (Kuiper et al., 1996). Tais receptores

podem ser ativados pela ligacao de estrogénio ou por fatores de crescimento.



Quando ativados, os receptores de estrogénio atuam sobre o NO, moléculas de
adesdo de células vasculares lisas, células musculares lisas e macrofagos
(Power et al., 1991). Os efeitos dos receptores podem ser classificados em:
rapidos (ndo-gendmicos) ou tardios (gendmicos). Os efeitos rapidos ou nao-
gendmicos dos receptores de estrogénio atuam sobre os canais de ions e sobre
o NO. Em concentragdes fisiologicas, o estrogénio estimula a abertura dos
canais de potassio ativados por calcio, levando ao relaxamento das células
musculares lisas e, consequentemente, a vasodilatacdo (Wellman et al., 1996).
Em culturas de células concentragdes fisiolégicas de estrogénio causam a
liberagao rapida de NO sem alterar a expressao genética (Wellman et al., 1996,
Caulin-Glaser et al., 1997). Esse efeito rapido pode ser mediado por um receptor
estrogénico ndo-identificado ou por um receptor conhecido, atuando por uma via
desconhecida. As evidéncias sugerem que a liberagao rapida de NO através de
estimulo estrogénico possa ser feita por um receptor de estrogénio ja conhecido.
Essa afirmativa é reforgada pela observacdo de que a atividade da NOS sobre
as células endoteliais pode ser inibida através de antagonistas especificos dos
receptores de estrogénio. Em se tratando dos efeitos tardios ou gendémicos, o
estradiol aumenta a expressdao genética de importantes enzimas
vasodilatadoras, como a prostaciclina sintase e a 6xido nitrico sintase. Inclusive
alguns dos efeitos rapidos do estradiol podem ser devidos ao aumento em longo

prazo dessas enzimas no tecido vascular.



Levando-se em consideragao o que foi exposto ao longo deste topico, conclui-se
que o estradiol exerce importantes efeitos sobre a vasculatura, especialmente
células endoteliais e musculares lisas, tendo impacto através da atuacdo em

diversos mecanismos responsaveis pela homeostasia.



Objetivos



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

e Avaliar a fungdo endotelial de vasos de resisténcia de camundongos
normais (C57BL/6) e hipercolesterolémicos (ApoE knockout) submetidos

Ou nao a ovariectomia.

2.2. Objetivos Especificos

Em camundongos C57BL/6 e ApoE knockout:

e Mensurar os niveis de colesterol total e estradiol plasmatico;

e Quantificar o peso do utero tanto dos animais ovariectomizados quanto
dos seus respectivos controles;

e Avaliar a resposta vasoconstritora a norepinefrina;

e Avaliar o relaxamento vascular mediado pelo endotélio;

e Verificar como se encontra a fungdo do musculo liso vascular.



Metodologia



3. Metodologia

3.1. Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos fémeas da linhagem C57
BL/6 (C57) e ateroscleréticos por deficiéncia genética da apolipoproteina E
(ApoE), entre 5 e 6 meses de idade, oriundos do Biotério do Laboratério de
Transgenes e Controle Cardiovascular da Universidade Federal do Espirito
Santo. Os animais foram alimentados com dieta normal e agua ad libidum. Os
procedimentos realizados foram previamente aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais Experimentais (CEUA) da Escola Superior de Ciéncias da Santa

Casa de Misericérdia (EMESCAM).

3.2. Grupos Experimentais

Os animais de ambas as linhagens foram divididos em dois grupos
experimentais (controle e ovariectomizado), resultando em quatro grupos, a
saber:

Grupo 1 — C57 controle (C57 Sham)

Grupo 2 — C57 ovariectomizado (C57 OVX)

Grupo 3 — ApoE controle (ApoE Sham)

Grupo 4 — ApoE ovariectomiado (ApoE OVX)



3.3. Ovariectomia

Aos 5 meses de idade os animais dos grupos 2 (C57 OVX) e 4 (ApoE OVX)
foram submetidos a cirurgia de retirada dos ovarios (ovariectomia). Para tanto,
0s mesmos foram anestesiados com uma mistura de ketamina com xilazina (9:1,
100 mg/Kg, i.p.) e apos incisdao abdominal bilateral os ovarios foram isolados do
tecido conjuntivo circundante, pincados e removidos (Dantas et al., 1999).

Finalmente, os animais foram suturados e recolocados em suas gaiolas.

Os animais dos grupos 1 (C57 Sham) e 3 (ApoE Sham) foram submetidos a

cirurgia ficticia, que correspondia aos mesmos procedimentos acima descritos,

exceto pela remogao dos ovarios.

3.4. Peso do Utero

O peso umido e seco (em estufa, durante 24 horas) do utero dos animais

estudados foi medido para a constatagédo da eficacia da cirurgia de ovariectomia.



3.5. Determinacgao dos Niveis de Estradiol e Colesterol Plasmaticos

Amostras de sangue foram coletadas do plexo retro-orbital dos animais
anestesiados através de um capilar heparinizado. O nivel de estradiol do plasma
de cada animal foi obtido por método de quimioluminescéncia (Laboratério
Marcos Daniel, Vitdria, Espirito Santo, Brasil). Os niveis de colesterol total foram
mensurados colorimetricamente usando kit comercial (Bioclin, Séo Paulo,

Brasil). As amostras do plasma foram armazenadas a -20°C até a mensuragao.

3.6. Preparagao do Leito Arteriolar Mesentérico

Trinta dias ap6s a ovariectomia, os animais foram anestesiados
(ketamina/xilazina, 91.0/9.1 mg/Kg, i.p.) e, estando os mesmos na fase estro do
ciclo estral (para o caso dos sham-operados), a artéria mesentérica superior
canulada (Figura 3A e 3B) e o mesentério isolado das algas intestinais (Figura
3C). O leito vascular mesentérico superior foi perfundido com solugéao de Krebs
modificada (em mmol/L: NaCl 130; KCI 4,7; CaCl,2H,0 1,6; KH,PO4 1,18;
MgS04-7H20 4,7; NaHCO; 14,9; EDTA 0,026; glicose 11,1) a um fluxo
constante de 2 mL/min com auxilio de uma bomba de perfusdo peristaltica
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA), conforme pode ser visto na figura 3D.
A solugéo de Krebs modificada foi borbulhada com uma mistura carbogénica na

proporgéo de 95% de O; e 5% de CO, e mantida a temperatura constante de



37°C, utilizando-se um banho-maria (FANEM LTDA, Brasil). As alteragdes na
pressdo de perfusdo foram detectadas por transdutor de pressdo (Cobe
Laboratories, Lakewood, CO, USA) conectado a um amplificador de pressao e
registradas por um sistema de aquisicao de dados (BioPac Systems, Holliston,

MA, USA).

Figura 3. Em (A) e (B), canulacdo da artéria mesentérica superior, em (C)
isolamento do mesentério das algas intestinais e em (D) bomba de perfusao e

banho-maria.



3.7. Curvas Concentragao-Efeito

Curvas concentragédo-efeito (CCE) foram realizadas no leito arteriolar
mesentérico apos periodo de estabilizagdo (30 minutos). Primeiramente, o leito
recebeu concentragbes in bolus sequenciais e crescentes do agente
vasoconstritor norepinefrina (NE, Sigma Chemical Co. Saint Luis, MO, USA, 10
a 2x10™° mol/L). A figura 4 a seguir mostra um registro tipico de uma CCE &

norepinefrina.

PP (mmH
( 9 130.0

L

Figura 4. llustracdo de curva concentragcéo-efeito a norepinefrina em animal do

grupo C57 Sham.

Ao fim desta CCE foi realizado um novo periodo de estabilizagdo (30 minutos)
seguido por pré-contracdo induzida por NE diluida em Krebs (5x10° M). Foram
realizadas entdo inje¢cdes in bolus do vasodilatador dependente do endotélio

acetilcolina (ACh, Sigma, 10 a 10 mol/L), a fim de avaliar a funcdo endotelial



dos animais. A seguir (figura 5) pode-se observar um registro tipico de uma

curva concentragao efeito a acetilcolina.

PP (mmHg) 130.0

90.0

50.0

Figura 5. llustragdo de curva concentragao-efeito a aceticolina em animal do

grupo C57 OVX.

Apds novo periodo de estabilizagcdo com Krebs puro, foi realizada uma nova pré-
contragdo para o estudo da fungdo do musculo liso vascular através de inje¢des
in bolus de nitroprussiato de sodio (NPS, Sigma, 10° a 10 mol/L). Na figura 6
pode-se observar um registro tipico de uma curva concentragdo efeito a este

vasodilatador.



PP (mmHg)
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Figura 6. llustracdo de curva concentragao-efeito ao nitroprussiato de sodio

em animal do grupo ApoE Sham.

O esquema representado na Figura 7 resume o protocolo de estudo da
reatividade vascular do leito mesentérico através do uso dos trés agentes

vasoativos, conforme descrito.

Estabilizacao Estabilizagao Estabilizacao
30 min CCE NE 30 min | CCE ACh 30 min | CCE NPS |
Pré-contracédo NE Pré-contracédo NE

Figura 7. Esquema representativo do protocolo de reatividade vascular realizado

no presente estudo.

Os dados foram avaliados através das variagdes absolutas na pressdo de
perfusdo para a CCE a NE e das variagcdes percentuais na pressao de perfusao

para as CCE a ACh e ao NPS.



3.8. Analise Estatistica

Os dados estdao expressos como média + EPM. Para analise estatistica foi
realizada analise de variancia (ANOVA) de 1 e 2 vias, seguidas pelo teste post
hoc de Tukey/Kramer. Os valores foram considerados estatisticamente

significantes quando *p<0,05 e **p<0,01.
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4. Resultados

4.1. Peso do Utero

O peso corporal, o peso do utero e a relagao peso do utero/ peso corporal estdo
sumarizados na tabela 1. Trinta dias apds a ovariectomia, o peso corporal ndo
foi alterado, porém o peso uterino foi significativamente menor nos animais dos
grupos ovariectomizados, sem diferengas entre as linhagens C57 e ApoE.
Consequentemente, a relagdo peso do utero/peso corporal foi diminuida em

cerca de 80% nos grupos OVX quando comparados ao respectivo grupo Sham.

Tabela 1. Peso corporal, peso do utero e relagado peso utero/peso corporal dos

grupos de animais C57 e ApoE.

Parametros cs7 ApoE
Sham ovX Sham ovX
Peso corporal (g) 25,9+0,5 26,840,6 26,3+0,6 25,540,7
(n=22) (n=22) (n=12) (n=12)
Peso Utero (mg) 30,3+1,8 5,4+0,7** 36,2+1,6 5,9+1,3"
(n=22) (n=22) (n=12) (n=12)
Peso utero/peso 1,1840,10 0,20+0,02** 1,38+0,07 0,23+0,05'"
corporal (mg/g) (n=22) (n=22) (n=12) (n=12)

Os valores estdo expressos como médiatEPM do numero de animais indicado

em parénteses. **p<0,01 vs. C57 Sham; ""p<0,01 vs. ApoE Sham



4.2. Estradiol Plasmatico

O sucesso da cirurgia da cirurgia de ovariectomia foi também confirmado pela
analise bioquimica dos niveis de 17B-estradiol plasmatico, que mostrou foi
significativamente menor nos grupos OVX (2-vezes, p<0,01) tanto nos animais
C57 (Sham: 34,8+2,3 vs. OVX: 16,8+1,4** pg/mL) quanto nos ApoE (Sham:
43,8+4,0 vs. OVX: 18,91+1,4* pg/mL). Este resultado pode ser observado na

Figura 8.

504

40+

30

C57 Sham C57 OVX ApoE Sham ApoE OVX
(n=14) (n=13) (n=11) (n=9)

Estradiol Plasmatico (pg/mL)

Figura 8. Niveis de estradiol plasmatico nos quatro grupos estudados, em

pg/mL. **p<0,01 vs. grupo Sham.



4.3. Colesterol Plasmatico Total

A Figura 9 mostra os valores de colesterol plasmatico dos grupos comparados.
Como esperado, os niveis de colesterol plasmatico foram significativamente
maiores (6,5-vezes) nos camundongos ApoE do que nos C57. Entretanto, a

ovariectomia n&o alterou este perfil em ambas as linhagens.

500

400- I

300+

200+

1004

C57 Sham C57 OVX ApoE Sham ApoE OVX
(n=16) (n=13) (n=11) (n=9)

o

Colesterol Plasmatico (mg/dL)

Figura 9. Niveis de colesterol plasmatico total nos diferentes grupos estudados,
em mg/dL. Os valores indicam médiatEPM. **p<0,01 vs. o respectivo grupo

C57.



4.4. Curvas Concentragao-Efeito

A vasodilatacdo endotélio-dependente do leito arteriolar mesentérico isolado em
resposta a ACh esta mostrada nas figuras 10 e 11, em que estado representados
registros tipicos e as curvas concentragdo-efeito nos quatro grupos de animais
estudados, respectivamente. A resposta vascular a ACh foi significativamente
reduzida nos animais ApoE quando comparados aos C57, como indicado pela
resposta maxima (37 £ 4% vs. 72 £ 1%, p<0,01) e pelo LogECs (5,67 + 0,18 vs.
6,23 £ 0,09 mol/L, p<0,05, figura 11A). A ovariectomia causou um prejuizo
significante no relaxamento induzido pela ACh no grupo C57 (figura 11C) mas
nao piorou o estado deficiente de relaxamento dos animais ApoE (figura 11D).
Consequentemente, mesmo apos a ovariectomia, o relaxamento induzido pela
ACh ainda estava significativamente diminuido nos camundongos ApoE
comparados aos C57 (resposta maxima: 39 + 5% vs. 61 + 4%, p<0,01, figura

11B).
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Figura 10. Registros tipicos do vasorelaxamento endotélio-dependente em

resposta as concentragdes crescentes de acetilcolina em artérias mesentéricas

de camundongos C57 Sham (A), ApoE Sham (B), C57 OVX (C) e ApoE OVX (D)

apos pré-contracao com norepinefrina.
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Figura 11. Relaxamento endotélio-dependente a acetilcolina em artérias
mesentéricas de camundongos C57 e ApoE 30 dias apo6s cirurgia de
ovariectomia (OVX) ou controle (Sham). As respostas estdo expressas como
porcentagem de relaxamento relativo a pré-contragdes induzidas por NE. A:
comparacao entre C57 Sham e ApoE Sham. B: comparagao entre C57 OVX e
ApoE OVX. C and D: efeitos da ovariectomia no relaxamento induzido pela
acetilcolina em camundongos C57 e ApoE, respectivamente. Os valores indicam

meédiazEPM (n= 8 a 10 por grupo). *p<0,05; **p<0,01 vs. respectivo controle.



As figuras 12 e 13 sumarizam o relaxamento independente do endotélio do
musculo liso vascular a um doador de éxido nitrico. As curvas concentragéo-
efeito ao NPS dos camundongos ApoE foram estatisticamente similares as dos

C57, tanto em animais intactos quanto em ovariectomizados.
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Figura 12. Registros tipicos do relaxamento endotélio-independente ao doador
de Oxido nitrico nitroprussiato de sédio em artérias mesentéricas de
camundongos C57 Sham (A), ApoE Sham (B), C57 OVX (C) e ApoE OVX (D)

apos pré-contracao com norepinefrina.
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Figura 13. Relaxamento endotélio-independente ao doador de Oxido nitrico
nitroprussiato de sodio em artérias mesentéricas de camundongos C57 e ApoE
30 dias apds cirurgia de ovariectomia (OVX) ou controle (Sham). As respostas
estdo expressas como porcentagem de relaxamento relativo a pré-contragoes
induzidas por NE. A: comparagédo entre C57 Sham e ApoE Sham. B:
comparacao entre C57 OVX e ApoE OVX. C and D: efeitos da ovariectomia no
vasorelaxamento induzido pelo nitroprussiato de sédio em camundongos C57 e

ApoE, respectivamente. Os valores indicam médiaztEPM (n= 8 a 10 por grupo).



Os registros tipicos da contragdo induzida pela norepinefrina nos animais
encontram-se representados na figura 14. A analise das curvas concentragao-
efeito a NE mostraram que a vasoconstricdo nao foi afetada pela nem

hipercolesterolemia apresentada pelos animais ApoE nem tampouco pela

ovariectomia (figura 15).
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Figura 14. Registros tipicos da contracdo concentragdo-dependente a
norepinefrina em artérias mesentéricas de camundongos C57 Sham (A), ApoE

Sham (B), C57 Sham (C) e ApoE OVX (D).
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Figura 15. Contracdo concentragdo-dependente a norepinefrina em artérias
mesentéricas de camundongos C57 e ApoE 30 dias apo6s cirurgia de
ovariectomia (OVX) ou controle (Sham). A: comparagao entre C57 Sham e ApoE
Sham. B: comparacao entre C57 OVX e ApoE OVX. C: efeitos da ovariectomia
na reatividade vascular a norepinefina em camundongos C57. D: efeitos da
ovariectomia na reatividade vascular a norepinefina em camundongos ApoE. Os
valores indicam médiatEPM (n= 8 a 10 por grupo), e as contragdes estédo

expressas como aumentos na pressao de perfusao (mmHg).
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5. Discussao

O presente estudo € o primeiro a mostrar um prejuizo da fungao endotelial em
vasos de resisténcia de camundongos espontaneamente ateroscleréticos (com
deficiéncia genética da apolipoproteina E) fémeas comparados com
camundongos fémeas normais (C57BL/6). A disfungdo endotelial foi téo
marcante que a ovariectomia, que prejudicou a fungdo endotelial dos animais

C57, ndo causou dano adicional aos ApoE.

Um dos marcos da aterosclerose em humanos € a disfungao endotelial, que esta
presente mesmo antes da existéncia de mudangas estruturais na vasculatura
(Ross, 1993), fato este que se baseia tanto em estudos realizados em seres
humanos (Luscher, 1990; Somers et al., 2000; Fujii et al., 1992) quanto em
modelos experimentais de aterosclerose acelerada por dieta enriquecida com
colesterol (Villeneuve et al., 2003; d'Uscio et al., 2002; d’Uscio et al., 2001;
Verbeuren et al., 1986). Conforme ressaltado previamente, o camundongo ApoE
knockout é considerado um modelo murino de grande importancia para o estudo
da aterosclerose devido ao desenvolvimento de lesbes arteriais espontaneas
(Piedrahita et al., 1992; Plump et al., 1992). Os camundongos ApoE machos
geralmente ndo apresentam alteragao de fungéo endotelial quando submetidos a
dieta normal (Arruda et al., 2005; Wodlfle & Wit, 2005), sendo que disfuncéo
endotelial € observada somente sob dieta hiperlipidémica (d'Uscio et al., 2002).

Em contraste, tem sido observado que vasos de condutancia de camundongos



ApoE fémeas apresentam disfungdo endotelial mesmo sob dieta normal
(Niebeauer et al., 1999). O presente trabalho mostra que vasos de resisténcia de
camundongos ApoE fémeas alimentados com dieta normal também apresentam
disfuncdo endotelial, como indicado pelo marcante decréscimo do
vasorelaxamento dependente do endotélio ACh-induzido. A acetilcolina liga-se
ao receptor muscarinico e facilita a entrada de calcio no endotélio intacto, e o
aumento intracelular deste ion promove a ativagdo da eNOS levando,
consequentemente, ao relaxamento do vaso mediado pelo 6xido nitrico (Luz et
al., 2005) . Sendo a vasodilatacdo induzida pela acetilcolina dependente da
presenca e da integridade do endotélio, a mesma funciona como um marcador
da funcdo endotelial. Considerando o NO como o principal mediador dessa
vasodilatacdo, a diminuicdo da resposta a ACh observada no leito arteriolar
mesentérico isolado de camundongos ApoE fémeas poderia ser decorrente de
alteragdes na resposta do musculo liso vascular ao NO. Contudo, o prejuizo do
vasorelaxamento parece ndo envolver o musculo liso vascular, visto que a
vasodilatacdo independente do endotélio ao doador de Oxido nitrico
nitroprussiato de sédio (NPS) permaneceu preservada em camundongos fémeas
ApoE-deficientes. As acgdes clinicas de nitrovasodilatadores sdo conhecidas
como resultantes de sua capacidade de liberar NO, portanto o termo “doadores
de NO” tem sido adotado para esta classe de drogas, que inclui o trinitrato de
glicerila (TNG) e o NPS, dentre outras (Feelisch & Stamler, 1996). Os
nitrovasodilatadores exercem efeitos in vivo principalmente por diminuirem a

resisténcia vascular devido ao aumento dos niveis de GMPc circulantes. Por



isso, os inibidores da fosfodiasterase potencializam esse efeito hipotensivo
(Pedro et al., 1998). Semelhantemente, os efeitos vasodilatador e hipotensivo
dos agonistas colinérgicos muscarinicos estdo associados com o aumento de
GMPc circulante (Ignarro et al., 2001) e sdo em grande parte mediados pelo
oxido nitrico. Estas observagdes, bem como os efeitos hipotensivos in vitro de
outros agentes vasodilatadores dependentes do endotélio, sugerem que né&o
somente o NO basal, mas também o sintetizado no endotélio e induzido por
drogas, pode diminuir a pressao arterial. As variagdes observadas nos diferentes
leitos vasculares em resposta aos vasodilatadores que geram NO podem ser
atribuidas as diferengas na distribuicdo dos receptores na superficie da célula

endotelial (Umans et al.,1990).

Por outro lado, a vasoconstricdo NE-induzida, previamente reportada como
exacerbada em camundongos ApoE machos (Arruda et al., 2005), apresentou-
se normal nas fémeas ApoE. Esta observagao corrobora o achado que mostra
que a vasoconstricdo induzida pela norepinefrina em anéis de aorta € normal em
camundongos ApoE fémeas tanto submetidos a dieta normal quanto a

hiperlipidémica (Deckert et al., 1999).

O género é um potente modificador em uma série de doengas cardiovasculares
(Leinwand, 2003). Ao contrario das fémeas, os machos tém uma maior
prevaléncia de doencas ateroscleréticas, tais como doenca isquémica do

coragao, acidente vascular cerebral e aneurisma aodrtico (Rodin et al., 2003;



Blanchard et al., 2000). Em humanos, as mulheres tém expectativa de vida
maior e 0 aparecimento de sintomas das doencas ateroscleréticas ocorre cerca
de vinte anos mais tarde do que nos homens (Xavier, 2005). A doenca
cardiovascular é a principal causa de mortalidade em mulheres na pés-
menopausa, sendo que a disparidade entre a sua incidéncia entre mulheres na
pré e pés-menopausa tem sido atribuida a agbes do estrogénio enddégeno sobre
o sistema cardiovascular e, em especial, sobre a fungcdo do endotélio vascular
(Maturana et al., 2007). No presente estudo, investigamos o papel exercido
pelos hormdnios femininos enddgenos na responsividade de vasos de
resisténcia em camundongos normais e espontaneamente ateroscleréticos. A
eficacia da cirurgia de ovariectomia foi confirmada pelo peso do utero e pelos
niveis plasmaticos de 17B-estradiol. Corroborando os achados de outros autores
(Marsh et al., 1997; Hodgin et al., 2001; Henriques et al., 2004), os
camundongos submetidos a retirada dos ovarios apresentaram menores peso
uterino e nivel de 17B-estradiol plasmatico do que os animais nao-castrados.
Também observamos que os niveis de colesterol plasmatico ndo foram afetados
pela ovariectomia em ambas as linhagens de camundongos. Embora os animais
ApoE apresentem hipercolesterolemia, a retirada dos ovarios nao alterou este
perfil. Seria esperado que a ovariectomia promovesse alteracdo no perfil lipidico
dos animais ovariectomizados em comparacdo com os que foram submetidos a
cirurgia ficticia (Sham), uma vez que o estradiol altera o metabolismo lipidico via
regulacao da ligagéo de lipoproteinas e de sua depuragéo no figado (Srivastava

et al., 1993). Este resultado foi também obtido em outros trabalhos que



utilizaram o camundongo ApoE como modelo experimental (Sato et al., 2007,
Schultz et al., 2004). Bourassa et al. (1996) relataram que tanto em animais
alimentados com dieta normal quanto com dieta hiperlipidémica Western type, a

ovariectomia nao afetou os niveis de colesterol plasmatico.

No presente estudo, observamos que a ovariectomia acarretou uma redugéao
significativa do vasorelaxamento ACh-induzido em camundongos C57 fémeas.
Embora o prejuizo da fungdo endotelial tenha sido visto em vasos de
condutancia de camundongos fémeas castrados, este € o primeiro estudo que
mostra esta disfungdo em vasos de resisténcia de animais C57. A disfuncao
endotelial observada em camundongos fémeas normocolesterolémicos era
esperada, visto que ja foi mostrado que a terapia estrogénica exerce efeitos
diretos na fungédo endotelial, como promovendo aumento da produgdo de NO
através de mecanismo eNOS-dependente (Weiner et al., 1994) e elevando a
sintese de prostaciclina através da ativagdo da ciclooxigenase-1 e da
prostaciclina sintase (Jun et al., 1998; Ospina et al., 2002). Um dos possiveis
mecanismos pelo qual o estrogénio pode influenciar o relaxamento vascular
dependente do endotélio é por alteracdo na sensitividade das células
musculares lisas ao oxido nitrico. Em estudos feitos com cultura de células
endoteliais, o estrogénio aumenta a transcricdo e a atividade da oxido nitrico
sintase. A presenga de estrogénio em fémeas € responsavel por um aumento na

liberagdo de NO, o que sugere também que a expressao do RNA mensageiro da



NOS das células endoteliais esteja aumentado na presenga do estradiol (Darkow

et al., 1997).

Alguns estudos evidenciam a agao do estradiol sobre a resposta inflamatdria
envolvida na disfuncdo endotelial em modelos animais e humanos. O estradiol
pode inibir ou estimular a expressao de IL-1 dependendo das condi¢des, assim
como estimular a expressao do fator de crescimento derivado das plaquetas
(Michael et al., 1997; Stock et al., 1989). O estradiol é capaz de inibir, também, a
expressao do TNFa e a expressao de IL-6 (Stock et al., 1989). Observou-se que
fatores de transcricdo, como o fator nuclear Kappa B (NFkB), regulam a
expressam de muitos genes, incluindo o da IL-1 e IL-6, que est&o relacionados
com a resposta inicial da resposta inflamatoria. Estudo feito em macacos com
dieta hiperlipidémica mostrou que o estradiol conjugado inibe a ativagdo do
NFkB no arco aértico no estagio inicial da aterosclerose (Register et al., 1995).
Varios estudos tém mostrado que o estrogénio diminui os niveis de moléculas de
adesao celular circulantes in vivo, contudo o possivel mecanismo pelo qual os
niveis destas moléculas sdo reduzidos ainda n&o esta determinado. Tém-se
sugerido trés provaveis mecanismos para este efeito do estrogénio, que inclui: a
down reqgulation da transcricdo destas moléculas, a redugao subsequente da
expressdao das mesmas na superficie endotelial e a conseqliente reducédo dos

niveis circulantes das moléculas de adeséo (Luz et al., 2005).



O estradiol, ainda, acelera o crescimento de células endoteliais in vivo e in vitro
(Spyridopoulos & Losordo, 1997). O rapido crescimento do endotélio induzido
pelo estradiol apés uma lesdo vascular pode ser em parte devido ao aumento
local da expressao dos fatores de crescimento do endotélio vascular. A precoce
restauracdo do endotélio pelo estradiol pode contribuir para atenuar a resposta a
agressao endotelial através do aumento da eficacia do NO, o qual pode inibir a
proliferacdo de células musculares lisas. A confirmacdo da presenca e da
integridade funcional dos receptores de estrogénio em células musculares lisas
vasculares de humanos (CMLVh) sugere que o efeito direto do estrogénio em
artérias humanas é possivel. O efeito inibitério do estradiol na atividade
proliferativa das CMLVh em cultura é dose-dependente. Estudos com
antagonistas dos receptores de estrogénio foram feitos para examinar a questao
sobre se o efeito antiproliferativo do estrogénio sobre as CMLVh se da por
receptores de estrogénio. A maior evidéncia do papel funcional dos receptores
de estrogénio sobre a biologia das CMLVh foi obtida pela observagcdo da
expressao de CMLVh em cultura com altos niveis de receptores de estrogénio, a
qual mostrou uma diminuida atividade proliferativa (Spyridopoulos & Losordo,
1997). Diante do exposto nossos dados, evidenciando prejuizo na resposta
vasodilatadora dependente do endotélio de camundongos ovariectomizados,
corroboram a idéia de que os horménios sexuais endégenos desempenham um

papel importante na manutencao da fungcéo endotelial normal.



Os achados do presente estudo mostram, ainda, que a resposta vascular a NE
foi ndo foi estatisticamente diferente nos camundongos C57 ovariectomizados
comparados aos C57 Sham. Apesar de muitos trabalhos, feitos em ratos,
demonstrarem um aumento da resposta vasoconstritora na auséncia do
estrogénio, esta resposta parece depender do tipo de leito vascular estudado e,
principalmente, do modelo animal a ser utilizado. Estudo anterior realizado em
anéis de aorta isolados de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) controles
e ovariectomizados mostra que a vasoconstricao induzida pelo inibidor da éxido
nitrico sintase N"-nitro-L-arginina metil-éster (L-NAME) foi melhor nos animais
controle do que nos OVX (Riveiro et al., 2001). Por outro lado, estudos
realizados em leito arteriolar mesentérico (Nevala et al., 1996), em anéis de
aorta toracica isolada (Zamorano et al., 1995) e em anéis de arteriolas cerebrais
(Thorin et al., 2003) de ratos verificaram hiper-reatividade dos animais do grupo
OVX em relagdo aos seus respectivos controles. A resposta final a NE deve
depender, portanto, do tipo de leito vascular estudado e do tipo de prostandide
majoritariamente sintetizado neste local (Terrano et al., 1983; Chardonnens et
al., 1989). Uma hipdétese € a de que em animais ovariectomizados alguma
alteracao vascular deve afetar a biossintese dos fatores relaxantes derivados da

vasculatura, diminuindo a resposta vascular a NE.

Ao contrario dos machos, as fémeas ApoE Knockout submetidas a dieta normal
apresentaram disfuncdo endotelial nos vasos de resisténcia. Resultados

similares foram observados por outros pesquisadores em vasos de condutancia



de camundongos ApoE-deficientes (Niebauer et al., 1999). Estas observagdes
corroboram o achado de que fémeas ApoE possuem maior area de lesdo em
comparacao aos camundongos machos (Caligiuri et al., 1999), o que parece ser
relacionado ao efeito direto do estrogénio na ativagédo do sistema imune das
fémeas. No presente estudo, a ovariectomia de fémeas ApoE n&o causou dano
adicional a funcdo endotelial dos vasos de resisténcia, provavelmente porque
estes animais ja apresentavam uma disfungédo endotelial marcante. Embora haja
evidéncias de que a produgcdo aumentada de anion superoxido (Jiang et al.,
2001; d’Uscio et al., 2001) e a redugdo da atividade da eNOS (d’Uscio et al.,
2001) poderiam contribuir para a disfungdo endotelial em camundongos ApoE,
ainda ndo se encontra claro porque sob dieta normal esta disfungcdo esta

relacionada as fémeas mas ndo aos machos.

De maneira similar aos camundongos C57, nao foi observado nenhum efeito da
ovariectomia sobre a vasoconstricdo induzida pela norepinefrina em vasos de
resisténcia de camundongos ApoE, corroborando o achado de que
camundongos fémeas knockout para o receptor de 17B-estradiol n&o
apresentam mudanga na resposta vasoconstritora NE-induzida (Douglas et al.,

2008).



5.1. Limitagoes/Perspectivas do Estudo

Uma das limitagdes do presente estudo € que ndo foram medidas a extensao
das lesdes ateroscleroticas do leito arteriolar mesentérico nem a producéo de
anion superoéxido nos camundongos hipercolesterolémicos e/ou
ovariectomizados. Ainda como limitagcao esta o fato de ndo sabermos como se
comportam os vasos de condutancia em relagao aos parametros estudados e de
nao ter sido feito tratamento dos animais com estradiol. Embora esteja
estabelecido que o estradiol possa ser responsavel pelo desenvolvimento de
canceres (Cummings et al., 2000, Cauley et al., 1999), pelo seu efeito protetor
no sistema cardiovascular feminino o tratamento com estrogénio poderia
promover melhora na fungdo endotelial dos animais que apresentaram prejuizo

da mesma.

As perspectivas futuras deste trabalho incluem, além do estudo em vasos de
condutancia e do tratamento com o 173-estradiol, a investigagdo dos possiveis
mecanismos envolvidos na disfuncdo endotelial presente nos animais, através
do estudo das diversas vias que promovem a vasodilatacdo endotélio-

dependente.



Conclusoes



6. Conclusao

Em suma, diante dos resultados expostos pode-se concluir que:

e A funcdo endotelial dos vasos de resisténcia esta prejudicada nos

camundongos ApoE fémeas;

e A ovariectomia causa disfungdo endotelial em camundongos C57, mas
nao piora a marcante disfuncido endotelial previamente induzida pela

hipercolesterolemia em camundongos ApoE;

e A ovariectomia reduz significativamente os niveis de estradiol plasmatico,

mas nao os de colesterol total de ambas as linhagens de animais.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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