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Atorvastatin Attenuates Vascular Remodeling in Mice with Metabolic Syndrome

Karine Ferreira da Silva Carvalho,” Amanda Aratjo Marques Ferreira,’ Nayara Carvalho Barbosa," Juliano Vilela
Alves,? Rafael Menezes da Costa’

Universidade Federal de Jatai - Unidade Académica de Ciéncias da Saudde," Jatai, GO - Brasil

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo - Departamento de Farmacologia,” Ribeirao Preto, SP - Brasil

Resumo

Fundamento: A sindrome metabdlica é caracterizada por um conjunto de comorbidades. Durante a sindrome, observam-se
alteracdes estruturais no sistema cardiovascular, especialmente o remodelamento vascular. Uma das causas predisponentes
para essas alteragdes é a inflamagao cronica oriunda de mudancas na estrutura e composicao do tecido adiposo perivascular.
Atorvastatina é eficaz no tratamento das dislipidemias. No entanto, seus efeitos pleiotropicos nao sao totalmente
compreendidos. Supde-se que, durante a sindrome metabdlica, ocorre remodelamento vascular e que o tratamento com
atorvastatina pode ser capaz de atenuar tal condicao.

Objetivos: Avaliar os efeitos do tratamento com atorvastatina sobre o remodelamento vascular em modelo experimental
de sindrome metabdlica.

Métodos: Camundongos Swiss receberam dieta controle ou dieta hiperglicidica por 18 semanas. Apds 14 semanas de
dieta, os camundongos foram tratados com veiculo ou atorvastatina (20mg/kg) durante 4 semanas. Foram avaliados o
perfil nutricional e metabélico por testes bioquimicos; analise estrutural da artéria aorta por histologia e dosagem de
citocinas por ensaio imunoenzimatico. O nivel de significancia aceitavel para os resultados foi p <0,05.

Resultados: A dieta hiperglicidica promoveu o desenvolvimento de sindrome metabélica. Tal fato culminou no
remodelamento hipertréfico do miusculo liso vascular e tecido adiposo perivascular. Além disso, houve aumentos
das citocinas TNF-o e IL-6 circulantes e no tecido adiposo perivascular. O tratamento com atorvastatina reduziu
significativamente os danos metabélicos, o remodelamento vascular e os niveis de citocinas.

Conclusao: Atorvastatina ameniza danos metabélicos associados a sindrome metabdlica induzida por dieta
hiperglicidica, além de atenuar o remodelamento vascular, sendo esses efeitos associados a reducao de
citocinas pré-inflamatérias.

Palavras-chave: Dislipidemias; Carbohidratos da Dieta; Sindrome Metabélica; Remodelamento Vascular; Atorvastatina;
Inflamacao; Camundongo.

Abstract
Background: Metabolic syndrome is characterized by an array of comorbidities. During this syndrome, structural changes are observed in the
cardiovascular system, especially vascular remodeling. One of the predisposing causes for these changes is chronic inflammation resulting from changes
in the structure and composition of perivascular adipose tissue. Atorvastatin is effective in the treatment of dyslipidemias. However, its pleiotropic
effects have not been completely understood. We hypothesize that metabolic syndrome may lead to vascular remodeling and that atorvastatin therapy
may be able to attenuate this condition.
Objectives: To assess the effects of atorvastatin therapy on vascular remodeling in an experimental model of metabolic syndrome.
Methods: Swiss mice received a control diet or a hyperglicemic diet for 18 weeks. After 14 weeks of diet, mice were treated with vehicle or
atorvastatin (20mg/kg) during for 4 weeks. Nutritional and metabolic profiles were assessed by biochemical tests; moreover, a histological
assessment of aorta structure was conducted, and cytokine levels were determined by the immunoenzyme assay. The acceptable level of
significance for the results was set at p<0.05.
Results: Hyperglicemic diet promoted the development of metabolic syndrome. It indeed culminated in hypertrophic remodeling of vascular
smooth muscle and perivascular adipose tissue. Furthermore, there were increases in the levels of circulating TNF-o. and IL-6 and in the
perivascular adipose tissue. Atorvastatin therapy significantly reduced metabolic damages, vascular remodeling, and cytokine levels.
Conclusion: Atorvastatin attenuate metabolic damages associated with metabolic syndrome induced by hyperglycemic diet, in addition to
attenuating vascular remodeling; both effects are associated with reduced levels of pro-inflammatory cytokines.
Keywords: Dyslipidemias; Dietary Carbohydrates; Metabolic Syndrome; Vascular Remodeling; Atorvastatin; Inflammation; Mice.
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Introducao

As doencas cardiovasculares representam grandes
riscos para a qualidade de vida da populagdao no
mundo. No Brasil, aproximadamente 350 mil individuos
morrem por doengas cardiovasculares anualmente.?
Dentre as diversas causas predisponentes para riscos
cardiovasculares, destaca-se a sindrome metabdélica (SM),
caracterizada por um conjunto de comorbidades que
envolvem aumento da circunferéncia abdominal (=89 cm
para mulheres e =102 cm para homens), aumento nos
niveis de triglicerideos (=150 mg/dL), redugao nos
niveis de colesterol HDL (<50 mg/dL para mulheres e
<40 mg/dL para homens), aumento nos niveis presséricos
(=130/85 mmHg) e aumento na glicemia de jejum
(=100 mg/dL). Dentre estas, a presenga de pelo menos trés
comorbidades é elementar para o diagnéstico de SM.3#

Durante a SM, observam-se alteragdes estruturais
e funcionais dos componentes do sistema vascular.>”
Em individuos com SM, hé disfuncido endotelial, além de
aumento na migragao e proliferacdo de células musculares
lisas. Observa-se também a expansao do tecido adiposo
perivascular (PVAT), evidenciada pelo aumento morfolégico
dos adipécitos, bem como a substituicao do tecido adiposo
marrom pelo tecido adiposo branco, resultando na diminuigao
da liberagao de fatores relaxantes derivados do PVAT e
consequente perda da sua capacidade de acao anticontratil.®"

A hipertrofia e a substituigdo dos adipdcitos no PVAT sao
capazes de favorecer a produgdo e o acimulo de citocinas
pré-inflamatérias.'? Roedores submetidos a dieta hipercalérica
e que desenvolveram SM mostraram aumento e actimulo
do PVAT nas artérias aorta e cardtida. Tal fato promoveu
a liberacao de quimiocinas e recrutamento de mondcitos
e células T para o PVAT." Neste ambiente inflamatério,
também é possivel observar o aumento na produgao de
interleucina-6 (IL-6) e o infiltrado de macréfagos secretores do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no PVAT.' Este conjunto
desencadeia a inflamagdo cronica do sistema vascular,
prejudicando a estrutura e a fungao dos seus constituintes.

A inflamagao dos vasos sanguineos, de fato, contribui
para o remodelamento vascular, aumento da resisténcia
periférica e desordens circulatérias.”'>'® Neste contexto, o
remodelamento vascular é um processo crénico adaptativo,
caracterizado por alteragdes na estrutura dos vasos sanguineos,
derivadas de citocinas pré-inflamatérias, além de interagoes
entre fatores de crescimento, estimulos hemodinamicos e
espécies reativas de oxigénio. Compreende modificagdes
no crescimento, morte e migragao celular, e na sintese e
degradacao da matriz extracelular.’"

Um fator importante a ser considerado nas alteragdes
vasculares encontradas durante a SM é a dislipidemia,
uma condigdo caracterizada pelo aumento de colesterol e
triglicerideos na circulagdo e redugao dos niveis de HDL.*
Numerosos estudos estabeleceram que a dislipidemia leva
a uma resposta inflamatéria na vasculatura, refletida pela
ativagao das células endoteliais, recrutamento de leucécitos
e producao de citocinas pré-inflamatérias.?'* Camundongos
hipercolesterolémicos alimentados com dieta hiperlipidica
mostram remodelamento da camada média da artéria femoral,
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associado ao recrutamento de macréfagos.* Neste contexto,
ha correlagao positiva entre os niveis de colesterol circulantes,
inflamacao crénica e remodelamento vascular.

Atorvastatina, inibidora da B-hidroxi-p-metil-glutaril
coenzima A redutase, se apresenta como uma das estatinas
mais eficazes no tratamento das dislipidemias, reduzindo
a produgao de colesterol LDL e aumentando a produgao
de colesterol HDL.?*?* Nao obstante, nas ultimas décadas,
crescentes evidéncias, sejam experimentais ou clinicas,
se acumularam para apoiar a ideia de que a atorvastatina
exerce efeitos cardiovasculares benéficos, independentemente
de seus efeitos primarios.?* Em um modelo experimental de
SM, a atorvastatina foi capaz de melhorar a reatividade e
reduzir o remodelamento estrutural de artérias de resisténcia;
ambos os efeitos foram associados a reducao da inflamacao e
do estresse oxidativo.?” Além disso, a atorvastatina é capaz de
inibir a secrecdo de metaloproteinase de matriz-9 em células
vasculares e suprimir a expressao do fator de transformagao
do crescimento beta, diminuindo a fibrose vascular.?8-3¢
Esses efeitos in vitro da atorvastatina também estao associados
a sua capacidade anti-inflamatéria.>’ No contexto clinico,
a atorvastatina reduz processos ateroscleréticos* e quadros
clinicos de sindrome corondria aguda.* De fato, dentre os
diversos efeitos pleiotropicos da atorvastatina, € robusta a sua
capacidade vasoprotetora. Ainda assim, ndo ha evidéncias
suficientes que atestam sobre os efeitos e os possiveis
mecanismos envolvidos nas agdes da atorvastatina, sob a
perspectiva do musculo liso vascular e, de forma inédita, sob
o PVAT como tecidos inflamatérios em condicoes de SM.
Assim, neste estudo, hipotetizamos que, durante a SM, ocorre
remodelamento vascular a niveis de musculo liso vascular
e PVAT, ocasionado pelo aumento da inflamacao vascular.
Além disso, o tratamento com atorvastatina pode ser capaz de
reduzir a inflamacao vascular e, consequentemente, reverter
0s prejuizos associados a SM.

Métodos

Animais e delineamento experimental

Todos os procedimentos experimentais foram analisados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Jatai (Protocolo 02/2019). Camundongos Swiss
machos, de 3 semanas de idade, foram adquiridos do Biotério
Central da Universidade Federal de Goids — Regional Goidnia
— e acondicionados no Biotério de Experimentagao Animal da
Universidade Federal de Jatai, com temperatura controlada
de 22 + 2°C, umidade de 50 = 5% e ciclos claro-escuro de
12 horas, com livre acesso a dgua e alimento. Os camundongos
foram mantidos durante todo o periodo experimental em
caixas de polipropileno (comprimento [30] X largura [20] X
altura [13] cm), na proporgao de 3 camundongos por caixa.

Apbs uma semana de aclimatizagdo, os camundongos
receberam dieta controle ou dieta hiperglicidica por
18 semanas. Ap6s 14 semanas de dietas, os camundongos
foram tratados (diariamente/turno vespertino) por gavagem
com veiculo (solugao salina) ou atorvastatina [(20mg/kg),
Sigma-Aldrich, #PZ0001, Alemanha] durante 4 semanas.**
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A dieta controle constitui-se em 22% de proteina, 70% de
carboidrato e 8% de gordura, enquanto a dieta hiperglicidica
constitui-se em 10% de proteina, 80% de carboidrato e 10%
de gordura. A dieta hiperglicidica foi formada por 33% de
dieta controle (Nuvilab® CR1, Nuvital, Brasil), 33% de leite
condensado e 7% de sacarose por peso da dieta controle,
sendo o restante agua.® O contelido energético foi de
12,16 kl/g para a dieta controle e 13,35 kJ/g para a dieta
hiperglicidica. Os camundongos foram eutanasiados por
excesso de anestésicos (cetamina e xilazina, 140 mg/kg e
12 mg/kg, respectivamente, via intraperitoneal).

Perfil nutricional e murinométrico do modelo experimental

O perfil nutricional foi determinado pelo consumo de
alimentos e consequente ingestdo caldrica, além da eficiéncia
alimentar. A ingestao calérica (por camundongo) foi calculada a
partir da ingestdo semanal de alimentos, multiplicada pelo valor
energético da dieta (g X kcal). Com a finalidade de analisar a
capacidade de o camundongo converter a energia consumida
em massa corporal, a eficiéncia alimentar foi calculada,
dividindo-se o ganho total de massa corporal (g) pela energia
total ingerida (kcal), em porcentagem. O perfil murinométrico
foi determinado pela analise da massa e gordura corporal.
A massa corporal dos camundongos foi aferida semanalmente,
utilizando balanca analitica de precisao, e a obesidade foi
caracterizada, ao final das dietas e tratamentos, pelo indice
de adiposidade {[gordura corporal (g)/peso corporal final
(2)1x 100}, sendo a gordura corporal calculada pela soma das
gorduras epididimal, retroperitoneal e visceral.*®

Obtencao de soro e PVAT

Os camundongos foram submetidos a privagao alimentar por
8 horas. Apos eutandsia, amostras de sangue foram coletadas
por pungao cardiaca e transferidas para tubos secos. O sangue
foi centrifugado a 2.500 rpm por 15 minutos para separagao do
soro, utilizado nas dosagens bioquimicas e citocinas. O PVAT
foi retirado mecanicamente dos segmentos de aorta toracica,
congelado em nitrogénio liquido, pulverizado e homogeneizado
em tampao fosfato salina (PBS) gelado. O extrato tecidual foi
centrifugado a 13.000 rpm por 20 minutos para separagao
do material insoldvel. O sobrenadante foi coletado para as
dosagens de citocinas.

Avaliacao do perfil lipidico e glicémico

Foram determinados os niveis séricos de colesterol total,
triglicerideos e HDL (lipoproteinas de alta densidade), por
métodos enzimadticos (kits Labtest, Brasil), em amostras de
soros provenientes da centrifugagao do sangue total. A partir
da concentragao sérica de triglicerideos, foram calculadas
as concentragbes de VLDL (lipoproteinas de muita baixa
densidade), utilizando-se o seguinte calculo: VLDL (mg/dL) =
triglicerideos (mg/dL)/5. A partir da concentragao de HDL e
VLDL, foi calculada a concentragao de LDL (lipoproteinas
de baixa densidade), utilizando o célculo: LDL (mg/dL) =
colesterol total — HDL — VLDL.* A glicemia foi determinada
apo6s o tratamento com dietas. Uma gota de sangue foi
colocada em fitas individuais especificas para leitura em
glicosimetro (Accu-Check Active, Alemanha).

Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Um dia anterior ao final da 182 semana de dietas e
tratamentos, ap6s 8 horas de jejum, a glicemia de cada
camundongo foi verificada por glicosimetro (Accu-Check
Active, Alemanha), caracterizando a glicemia do tempo
zero. Em seguida, glicose na dose de 2 g/kg foi administrada
aos camundongos por gavagem. A partir desse momento, o
cronémetro foi acionado e novas determinagdes da glicemia
foram feitas nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos.*”

Avaliagao morfoestrutural do musculo liso vascular e do PVAT

Aortas da regido toracica foram removidas e entdo fixadas
por 24 horas em paraformaldeido a 4%. As etapas seguintes
envolveram a desidratacdo em concentracoes crescentes de
alcool etilico (70%, 80%, 90% e 100%) por 120 minutos,
com posterior diafanizagao em dlcool etilico absoluto cada
(1:1) 1, 2 e 3 por 120 minutos e em xilol 1, 2 e 3 por
30 minutos, com posterior inclusao em parafina. As aortas
foram incluidas em parafina e cortadas em micr6tomo na
espessura de 4,5 um, para posterior coloragao.

Para a coloracdo de hematoxilina e eosina, os cortes em
laminas foram submetidos ao processo de desparafinizagao,
sendo mantidos em estufa a 652C, posterior imersao em
xilol 1 e 2 por 20 minutos. Em seguida, foram imergidos
em solucoes decrescentes (100%, 90%, 70% e 50%) de
alcool etilico durante 5 minutos e imersos em agua destilada
por 10 minutos. Seguida a hidratacdo, as laminas foram
imersas em corante hematoxilina por 6 minutos e, logo
apos, lavadas em dgua corrente por 10 minutos. A seguir,
foram imersas em corante eosina por 6 minutos. Os cortes
corados foram novamente desidratados e diafanizados,
sendo montados com meio de montagem Permount® (Fisher
Scientific, EUA) e laminulas.

Imagens coloridas foram obtidas por camera digital
acoplada a microscépio éptico e analisadas pelo programa
Image) (Instituto Nacional de Satde, EUA). Para andlise
das imagens, foi delimitado o lGmen, a tdnica média e
adventicia com o objetivo de calcular as seguintes variaveis
morfométricas: drea de secgdo transversal (AST) da tdnica
média e espessura da tdnica média. O volume dos adipdcitos
(v) foi calculado a partir da férmula v = nd*/6, em que (d)
representa o didmetro dos adipécitos. A massa do adipécito
se deu pelo volume multiplicado pela densidade (0,92 g/cm?).
O ntimero de adipécitos foi determinado dividindo-se a massa
do PVAT pela massa média de adipécitos.®

Determinacao dos niveis de citocinas inflamatérias

Os niveis de TNF-a e IL-6 no soro e no PVAT foram feitos
pelo método imunoenzimatico (ELISA) utilizando kits DuoSet
ELISA Development Systems (R&D Systems, EUA) de acordo
com as informagdes do fabricante. Placas de microtitulagao
(96 pogos) foram recobertas com 50 uL/pogo dos anticorpos
especificos anti-TNF-a e anti-IL-6, nas concentragdes descritas
pelo fabricante, diluidos em PBS e incubados overnight a 42C.
As placas foram lavadas com PBS/Tween-20 (0,05%), e as
ligagbes nao especificas foram bloqueadas com 100 uL de
PBS contendo albumina do soro bovino 1% durante 2 horas
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em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras
foram adicionadas, seguindo nova incubagdo por 2 horas
em temperatura ambiente. Apds esse periodo, as placas
foram lavadas e foram adicionados 50 uL dos anticorpos
biotinilados especificos para cada citocina. Ap6s 2 horas, as
placas foram lavadas e o conjugado estreptavidina-peroxidase,
na diluicao de 1:40, foi adicionado a cada pogo. As placas
foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente.
Posteriormente, as placas foram lavadas e adicionou-se
a dosagem de 100 uL do substrato tetrametilbenzidina.
A densidade 6tica foi medida a 630 nm no espectrofotdmetro
SpectraMAX 190 Microplate Reader (Molecular Devices,
EUA). Os niveis de citocinas contidas nas amostras foram
calculados a partir de uma curva padrao com 11 pontos
obtidos por diluicao seriada. Os resultados foram expressos
em pg/mL para amostras de soro, e pg/mg de proteina para
amostras de PVAT.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = desvio
padrao (DP). Os dados seguiram distribuigao normal de acordo
com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram
analisados pelo teste de analise de varidncia de duas vias
(Two-Way ANOVA), seguido do pés-teste Tukey. O nivel de
significdncia minima aceitavel foi p <0,05. Por conveniéncia,
o néimero de camundongos para cada grupo experimental foi
igual a 6. O programa Prisma, versao 8.0 (GraphPad Software
Inc., EUA) foi utilizado para analisar esses parametros, bem
como para a construgao dos graficos.

Resultados

Perfil nutricional e murinométrico

A ingestdo alimentar e a consequente ingestao calérica
foram maiores nos camundongos mantidos com dieta
hiperglicidica, bem como a eficiéncia alimentar; no entanto,
este Gltimo parametro foi reduzido apés o tratamento
com atorvastatina. Os parametros murinométricos,
como ganho de massa, depésitos de gorduras epididimal,
retroperitoneal e visceral foram maiores nos camundongos
mantidos em dieta hiperglicidica quando comparados aos
camundongos mantidos em dieta controle. O tratamento

com atorvastatina promoveu redugdo de tais pardmetros
(Tabela 1). Os camundongos mantidos em dieta hiperglicidica
apresentaram maior aumento de massa corporal quando
comparados aos camundongos mantidos em dieta controle.
Além disso, camundongos mantidos em dieta hiperglicidica
e tratados com atorvastatina apresentaram redugao de
massa corporal (Figura 1A). O indice de adiposidade,
pardmetro para determinar a obesidade, foi maior nos
camundongos mantidos em dieta hiperglicidica quando
comparados aos camundongos mantidos em dieta controle.
O tratamento com atorvastatina promoveu redugao no
indice de adiposidade dos camundongos mantidos em dieta
hiperglicidica (Figura 1B).

Perfil lipidico

Os camundongos mantidos em dieta hiperglicidica
apresentaram dislipidemia quando comparados aos
camundongos que receberam dieta controle. A dislipidemia
pode ser observada a partir do aumento nos niveis de
colesterol total (Figura 2A), em que as fragdes LDL (Figura 2B)
e VLDL (Figura 2C) se encontraram aumentadas e a fragao
HDL (Figura 2D), diminuida. Houve também aumento nos
niveis de triglicerideos dos camundongos que receberam
dieta hiperglicidica em comparagao aos que foram mantidos
em dieta controle (Figura 2E). Os camundongos mantidos em
dieta hiperglicidica e que foram tratados com atorvastatina
mostraram reducao de tais parametros lipidicos.

Perfil glicémico

A glicemia de jejum dos camundongos mantidos em
dieta hiperglicidica estava aumentada quando comparada
a glicemia de jejum dos camundongos mantidos em
dieta controle. Os camundongos que receberam dieta
hiperglicidica e tratamento com atorvastatina ndo mostraram
reducdo na concentragdo glicémica (Figura 3A). No TOTG
(Figura 3B), camundongos que receberam dieta hiperglicidica
apresentaram aumento na concentragdo glicémica quando
comparados aos camundongos que receberam dieta controle,
sendo que, mesmo com o passar do tempo, os niveis de
glicose ndo retornaram aos niveis basais, como observado
nos camundongos que receberam dieta controle. Além disso,
camundongos que receberam dieta hiperglicidica e tratados

Tabela 1 - Comportamento alimentar e avaliagao ponderal dos depoésitos de gordura corporal

Dieta C + Veiculo

Dieta C + Atorvastatina

Dieta H + Veiculo Dieta H + Atorvastatina

Ingestao alimentar (g/semana) 226+0,3 21,3+0,4 31,7+£0,2 31,1+£0,5

Ingestao calérica (kcal/semana) 274,837 259,149 4231+ 2,67* 415,2 £ 6,7
Eficiéncia alimentar (%) 0,51 £ 0,01 0,53 £ 0,01 0,64 + 0,02* 0,47 +0,03*
Ganho de massa (g) 25,0 £2,31 24,5+ 2,25 37,3 £1,52* 27,9 £1,22¢
Gordura epididimal (g) 0,97 £0,12 1,13+0,11 2,68 + 0,24* 1,31+ 0,09
Gordura retroperitoneal (g) 0,32 + 0,06 0,61+0,19 1,88 £0,12* 0,93 +0,19*
Gordura visceral (g) 0,75+ 0,15 0,94 +£0,13 1,67 £0,11* 1,01 £0,17*

Dados expressos como média £ DP. *, p <0,05 vs. dieta C + veiculo; #, p <0,05 vs. dieta H + veiculo (n = 6 para cada grupo experimental). Dieta C:

dieta controle, dieta H: dieta hiperglicidica.
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Figura 2 - Atorvastatina atenua a dislipidemia associada a sindrome metabdlica induzida por dieta hiperglicidica. As figuras mostram niveis de colesterol total
(A), LDL (B), VLDL (C), HDL (D) e niveis de triglicerideos (E) de camundongos mantidos por 18 semanas em dieta controle ou dieta hiperglicidica, tratados
com veiculo ou atorvastatina (20 mg/kg por 4 semanas). Os resultados representam a média + DR *, p <0,05 vs. dieta controle_veiculo; *, p <0,05 vs. dieta
hiperglicidica_veiculo (n = 6 para cada grupo experimental).
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com atorvastatina apresentaram, com o passar do tempo,
menor glicemia. A drea sob a curva reflete os efeitos citados
(Figura 3C).

Morfologia muscular lisa

Camundongos mantidos em dieta hiperglicidica
apresentaram aumento na AST vascular quando comparados
aos camundongos mantidos em dieta controle. Camundongos
que receberam dieta hiperglicidica e foram tratados com
atorvastatina mostraram redugao na AST (Figura 4A). De modo
similar, camundongos que receberam dieta hiperglicidica
apresentaram aumento na espessura da camada média do vaso
quando comparados aos camundongos que receberam dieta
controle. O tratamento com atorvastatina foi capaz de reduzir
este aumento na espessura da camada média (Figura 4B).

Morfologia do tecido adiposo perivascular

Para verificar se houve alteragées na morfologia do PVAT,
foi avaliada a tnica adventicia a partir da medida e do nimero
dos adipdcitos presentes na mesma, sendo possivel observar
que os camundongos que receberam dieta hiperglicidica
apresentaram adipécitos maiores (Figura 5A) e em menor
ndmero (Figura 5B) quando comparados com os camundongos

que receberam dieta controle. O grupo que recebeu dieta
hiperglicidica e tratamento com atorvastatina obteve reducao
no tamanho e aumento no ndmero dos adipdcitos.

Perfil inflamatoério

Foram determinadas as concentragdes de citocinas
pro-inflamatdrias TNF-a (Figuras 6A e 6C) e IL-6 (Figuras 6B
e 6D) no soro e no PVAT. Os camundongos que receberam
dieta hiperglicidica apresentaram maiores concentragoes
de TNF-a e IL-6, tanto no soro quanto no PVAT, quando
comparados aos camundongos que receberam dieta
controle. O tratamento com atorvastatina reduziu os
niveis de TNF-o. e IL-6, tanto no soro quanto no PVAT,
de camundongos mantidos em dieta hiperglicidica.

Discussao

A dieta hiperglicidica resultou em mudangas murinométricas
e metabdlicas em camundongos. Silva et al.** submeteu
um modelo experimental a dieta semelhante, verificando
aumentos em idénticos pardmetros utilizados neste estudo.*
Neste contexto, Leopoldo et al.,** utilizando modelos
experimentais, definiu as categorias de adiposidade apds
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Figura 3 - Atorvastatina atenua a intolerancia a glicose associada a sindrome metabdlica induzida por dieta hiperglicidica. As figuras mostram niveis de glicemia
em jejum (A), curvas glicémicas (B) e area sob a curva (C), obtidas no teste oral de tolerdncia a glicose de camundongos mantidos por 18 semanas em dieta
controle ou dieta hiperglicidica, tratados com veiculo ou atorvastatina (20 mg/kg por 4 semanas). Os resultados representam a média = DR *, p <0,05 vs. dieta
controle_veiculo; & p <0,05 vs. dieta controle_atorvastatina; *, p <0,05 vs. dieta hiperglicidica_veiculo (n = 6 para cada grupo experimental).
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Figura 4 — Atorvastatina atenua o remodelamento do musculo liso vascular associado a sindrome metabdlica induzida por dieta hiperglicidica. As figuras
mostram imagens representativas, tamanho da AST (A) e espessura da parede do vaso (B) de camundongos mantidos por 18 semanas em dieta controle
ou dieta hiperglicidica, tratados com veiculo ou atorvastatina (20 mg/kg por 4 semanas). Os resultados representam a média + DP. *, p <0,05 vs. dieta
controle_veiculo; *, p <0,05 vs. dieta hiperglicidica_veiculo (n = 6 para cada grupo experimental). Dieta C: dieta controle, Dieta H: dieta hiperglicidica.
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Figura 5 - Atorvastatina atenua o remodelamento do PVAT associado a sindrome metabdlica induzida por dieta hiperglicidica. As figuras mostram imagens
representativas (A) e o tamanho de adipécitos PVAT (B) de camundongos mantidos por 18 semanas em dieta controle ou dieta hiperglicidica, tratados
com veiculo ou atorvastatina (20 mg/kg por 4 semanas). Os resultados representam a média + DP. *, p <0,05 vs. dieta controle_veiculo; *, p <0,05 vs. dieta
hiperglicidica_veiculo (n = 6 para cada grupo experimental). Dieta C: dieta controle, Dieta H: dieta hiperglicidica.
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Figura 6 - Atorvastatina atenua os aumentos nas concentragées de citocinas pro-inflamatdrias associados a sindrome metabdlica induzida por dieta
hiperglicidica. As figuras mostram niveis de TNF-a (A e C) e IL-6 (B e D) no soro e no PVAT, respectivamente, de camundongos mantidos por 18
semanas em dieta controle ou dieta hiperglicidica, tratados com veiculo ou atorvastatina (20 mg/kg por 4 semanas). Os resultados representam
a média = DP. *, p <0,05 vs. dieta controle_veiculo; & p <0,05 vs. dieta controle_atorvastatina; *, p <0,05 vs. dieta hiperglicidica_veiculo (n = 6

para cada grupo experimental).

submissao a dieta hiperglicidica, tais quais variam entre:
normal — indice de adiposidade (%) 4,17 a 4,55; excesso de
peso — indice de adiposidade (%) 5,69 a 6,23; e obesidade —
indice de adiposidade (%) 7,53 a 10,02.#° Nossos resultados
demostram indice de adiposidade de aproximadamente 10%
para os camundongos mantidos em dieta hiperglicidica, o que
classifica 0 modelo experimental como obeso.

A glicose é um carboidrato que atua como uma das
principais fontes de energia para o organismo e, em excesso,
através de vias metabdlicas, é armazenada em forma de
glicogénio. Se a capacidade de armazenamento da ingesta de
carboidratos excede a glicogénese, o excedente é convertido
em triacilgliceréis e é incorporado a colesteréis provenientes
da dieta e a apolipoproteinas, responsaveis pelo transporte
de triglicerideos até os tecidos de armazenamento, como,
por exemplo, o tecido adiposo.*' Dessa forma, o excesso de
carboidratos ofertados na dieta dos camundongos corrobora
para o aumento da massa corporal e do indice de adiposidade.

Os camundongos mantidos em dieta hiperglicidica
apresentaram dislipidemia e aumento da glicose sérica
em jejum. Mullugeta et al.,*> demostrou, em portadores
de diabetes melito do tipo 2, que a hiperglicemia e a

Arq Bras Cardiol. 2021; 117(4):737-747

resisténcia a insulina estao associados a dislipidemia, ou seja,
hiperglicemia promove prejuizos no metabolismo lipidico.
Além disso, demostrou-se que individuos hiperglicémicos
apresentam valores séricos de triglicerideos, colesterol total
e fragcoes aumentados quando comparados aos individuos
normoglicémicos.**#

O tratamento com atorvastatina se mostrou eficiente
para o controle dos niveis de colesterol total e fragdes. Além
disso, a atorvastatina reduziu os niveis de triglicerideos,
a massa corporal e o indice de adiposidade. Silva et al.**
também demostrou a eficdcia da atorvastatina em doses
didrias de 10 mg ou 20 mg sobre a corregao do perfil
lipidico de individuos, em que, além da terapéutica sobre
o colesterol, os triglicerideos também foram reduzidos.**
Sabe-se que VLDL e LDL sao lipoproteinas constituidas por
quantidades significativas de triacilgliceréis; sendo assim,
propomos que, com a reducdo dos niveis de VLDL e LDL,
por meio da acdo da atorvastatina, é observada diminuicao
de triglicerideos. Parhofer et al.** descreve o efeito redutor
de triglicerideos principalmente pela a inibigdo da sintese de
colesterol, e também salientam que VLDL e LDL tém o mesmo
mecanismo de remogao. Assim, ao reduzir a quantidade de
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LDL na circulagdo sanguinea, pode-se também diminuir
significantemente os niveis de VLDL.*

A dieta hiperglicidica, de acordo com o TOTG, induziu nos
camundongos intolerancia a glicose. Sabe-se que a exposicao
cronica do organismo a hiperglicemia acaba afetando a atividade
insulinica no que diz respeito a sintese, secregdo e acao deste
horménio, o que, de fato, é observado no diabetes melito tipo
2.5 Sendo assim, é possivel sugerir que os resultados levantados
no perfil glicémico de camundongos mantidos em dieta
hiperglicidica corroboram para o desenvolvimento de diabetes
melito tipo 2. Kissebah et al.,** demonstrou que o aumento
da gordura visceral esta associado a intolerancia a glicose e a
resisténcia a insulina; Taylor et al.,*” demonstrou que a gordura
visceral esta relacionada com o desenvolvimento de diabetes
melito.***” Estudos descrevem que o aumento da gordura
visceral predispoe a producdo e secrecao de citocinas, tais
como IL-6 e TNF-a, e adipocinas como resistina e adiponectina,
que estao associadas ao desenvolvimento de resisténcia a
insulina e disfungdes no metabolismo e no controle da glicose,
por interferéncia na sinalizacao intracelular na insulina.*#°
O aumento da gordura visceral, bem como o aumento de TNF-a.
e IL-6, justificam o desequilibrio no perfil glicémico.

A terapia com atorvastatina foi capaz de atenuar a
intolerancia a glicose nos camundongos mantidos em dieta
hiperglicidica. Huptas, et al.”® obteve resultados promissores
em relagdo ao tratamento de individuos portadores de SM
com atorvastatina, ele demostrou melhoras no metabolismo
da glicose mediante a reducdo da intolerancia a glicose e
da resisténcia a insulina. Suzuki et al.,>" utilizando modelos
experimentais de intolerdncia a glicose e de resisténcia a
insulina, realizou TOTG e teste de tolerancia a insulina (TTI)
com ou sem o tratamento com atorvastatina, e demostrou que
o grupo tratado tem TOTG e TTI reduzidos em comparagao
ao grupo que recebeu veiculo.”**

Nao se sabe ao certo por quais mecanismos a atorvastatina
melhora os parametros relacionados ao metabolismo da glicose.
Tal melhora pode estar relacionada a diminuigao do processo
de gliconeogénese.”’ No entanto, é possivel sugerir que tal
redugdo da intolerancia a glicose pode estar relacionada com
a redugao dos depdsitos de gordura visceral; além disso, pode
estar relacionada a reducao da producao de citocinas (TNF-a
e IL-6), que sao potenciais causas de disfungdes metabdlicas.

De acordo com Mulvany (1999), o remodelamento
vascular pode ser classificado a partir de medidas
da AST e espessura da parede. O aumento da AST e da
espessura da parede é caracteristico de remodelamento
do tipo hipertréfico.” Uma das causas do remodelamento
vascular é a inflamagao mediada por aumento de citocinas
pré-inflamatérias. Estudos relacionados a SM mostram que a
hipertrofia do PVAT resulta na migragao, ativagao de células
imunes e aumento da secrecdo dessas citocinas, levando a
um processo inflamatério cronico de baixa intensidade.>->°

As mudangas na estrutura e na composicao do PVAT
refletem-se na tinica média do vaso, pois, fisiologicamente,
o PVAT é constituido de adipécitos que agem como
reguladores da proliferagdo de células da musculatura lisa
vascular (CMLV). A mudanga por adipécitos nao especializados
culmina em aumento da proliferacao de CMLV e hipertrofia da
musculatura lisa. Esta hipertrofia apresenta papel significativo

em doengas vasculares como, por exemplo, reestenose e
hipertensao arterial.>®

TNF-a e IL-6 se encontram em concentracoes aumentadas
durante a inflamagao crénica presente na obesidade, na resisténcia
a insulina e na SM. Além disso, hd clara relagdo do aumento
dessas citocinas em mudangas fenotipicas do PVAT.>”*® Citocinas
pré-inflamatérias promovem o remodelamento e a disfungao
vascular, uma vez que concentragdes aumentadas de TNF-o
promovem a hiperplasia neointimal e a disfungao endotelial.
De forma semelhante, a IL-6, quando em concentragbes
aumentadas, pode induzir a infiltragdo de macréfagos no
PVAT, contribuindo para o desenvolvimento de aneurisma e
remodelamento vascular associado a inflamagao do PVAT.>°

A partir de uma dieta hiperlipidica, foi induzida em coelhos
hipercolesterolemia para levantamento das alteragbes que a
condicao poderia desenvolver nas artérias pulmonares dos
animais. As artérias apresentaram aumento da proliferacao de
CMLYV, bem como hipertrofia da ttnica média e hiperplasia da
thnica intima, além disso, no tecido pulmonar, havia grande
infiltrado de células inflamatérias como, por exemplo, macréfagos;
houve aumento de IL-6 no soro desses animais. Os coelhos
foram tratados com atorvastatina, evidenciando-se a reversao
da condigao hipercolesterolémica, do remodelamento vascular e
dos processos inflamatérios no tecido pulmonar.®' Similarmente,
atorvastatina inibe o remodelamento vascular induzido por
aldosterona, via redugdo de citocinas pré-inflamatorias.*'

Como limitagao desse estudo, ndo é possivel estabelecer
uma relacdo casufstica direta entre o tratamento farmacolégico
com atorvastatina, as amenidades no perfil metabélico e o
remodelamento vascular. A partir do delineamento experimental
utilizado nesse estudo, mostramos que a atorvastatina reduz
a adiposidade e melhora os perfis lipidicos, glicémicos e
inflamatérios. Na literatura, é classico que tais fatos sao benéficos
para a estrutura e a fungao vascular. Sendo assim, ndo temos a
clareza absoluta de que o remodelamento vascular atenuado se
deu por agbes diretas da atorvastatina sobre a vasculatura, ou
por meio de efeitos adjacentes ao metabolismo. Ressaltamos
que, em organismos multicomplexos, mecanismos isolados nao
justificam a génese de doencas, sendo que, nesse contexto, ha
sempre uma vasta interagao entre mecanismos e sistemas para
tal. Portanto, independentemente da agao direta ou pleiotrépica
da atorvastatina, a terapia final se mostra promissora para o
contexto deste estudo.

Conclusao

Em resumo, este estudo mostra que o tratamento com
atorvastatina atenua os danos metabélicos associados a
sindrome metabédlica induzida por dieta hiperglicidica, além
de atenuar o remodelamento do musculo liso vascular e do
PVAT, sendo esses efeitos associados a reducao de citocinas
pré-inflamatérias TNF-o. e IL-6.
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