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RESUMO

FERREIRA, G.C. Alteragdes induzidas pelo uso de clorexidina sobre os efeitos
vasculares e anti-hipertensivos da atorvastatina em ratos hipertensos. 2022. N°
de folhas: 82f. Tese - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Introducéo: A hipertensao arterial (HA) é uma doenca multifatorial e esta intimamente
associada ao aumento do risco de doencas cardiovasculares. As estatinas sao
agentes hipolipemiantes que possuem efeitos pleiotropicos importantes como a
reducado da presséo arterial, do estresse oxidativo e aumento da biodisponibilidade de
oxido nitrico (NO). O NO possui papel importante na homeostase cardiovascular,
regulando o ténus vascular, o fluxo sanguineo regional e a pressado arterial.
Atualmente sabemos que os metabdlitos do NO (nitrito, nitrato e nitrosotiois) também
possuem papéis fisiolégicos e cardiovasculares relevantes e que a manutencdo de
suas concentracdes se da através do ciclo éntero-salivar. Uma das etapas cruciais
deste ciclo é a conversao do nitrato a nitrito através de bactérias da cavidade oral.
Levando em consideracéo que o uso de enxaguante bucal compromete essa etapa, a
hipétese do nosso trabalho é que a clorexidina reverta os efeitos anti-hipertensivos e
vasculares ocasionados pela atorvastatina em ratos hipertensos 2R1C. Métodos:
Foram utilizados ratos Sham e hipertensos 2R1C tratados com Atorvastatina (50mg
via oral) e/ou Clorexidina aplicada com o auxilio de um swab. O tratamento foi
realizado por 4 semanas, sendo a pressao arterial aferida por pletismografia de cauda.
Ao final do protocolo, foi medida a quantidade de bactérias da cavidade oral por
unidades formadoras de colénia. Apos isso, 0s animais foram eutanasiados para a
realizacdo da reatividade vascular e coleta de aorta (para a medida de nitrato, nitrito
e estresse oxidativo pelos métodos da lucigenina e DHE), plasma (para a medida de
nitrato, nitrito e RXNO e estresse oxidativo pelos métodos de TBARS e atividade da
XOR) e figado (para a medida de nitrato, nitrito e RXNO e estresse oxidativo pelo
método de TBARS). Resultados: Como resultados, obtivemos uma diminuicdo da
contagem de bactérias diante da utilizacdo de Clorexidina. O tratamento com
atorvastatina foi capaz de reduzir a pressao arterial de animais hipertensos 2R1C,
além de melhorar o efeito maximo da resposta de relaxamento a acetilcolina, sendo
ambos os efeitos revertidos pelo tratamento concomitante com enxaguante bucal. No
gue se refere aos metabdlitos do NO, a atorvastatina foi capaz de aumentar as
concentracdes de nitrito no figado e de nitrato na aorta, sendo a clorexidina capaz de
abolir estes efeitos. O enxaguante bucal também reverteu os efeitos da atorvastatina
no sentido de diminuir a producéo de superéxido dependente da NADPH oxidase na
aorta, aléem de ter aumentado a peroxidacdo lipidica no plasma de animais
hipertensos. Conclus&o: E possivel sugerir que os efeitos anti-hipertensivos da
atorvastatina se devam, pelo menos em parte, a sua capacidade de aumentar a
disponibilidade de NO, ja que todos os efeitos benéficos foram abolidos pela utilizagéo
concomitante com o enxaguante bucal clorexidina. Nesse sentido, a manutencéao do



ciclo éntero salivar do nitrato e sustentacdo da via nitrato-nitrito-NO s&o cruciais para
gue a atorvastatina exerca seus efeitos na hipertenséo arterial.

Palavras-chave: Atorvastatina, Enxaguante bucal, hipertensao, ciclo enterosalivar do
nitrato.



ABSTRACT

FERREIRA, G.C. Changes induced by the use of chlorhexidine on the vascular
and antihypertensive effects of atorvastatin in hypertensive rats. 2022. Number
of sheets¢ 82f. Thesis - Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto, 2022.

Introduction: Hypertension is associated with high risk of cardiovascular diseases.
Statins are lipid-lowering agents that have important pleiotropic effects such as blood
pressure reduction, reducing oxidative stress and causing nitric oxide (NO)
increasement. NO plays an important role in cardiovascular homeostasis, regulating
vascular tone, blood flow and blood pressure. We currently know that NO metabolites
(nitrite, nitrate and nitrosothiols) also have physiological and cardiovascular relevance
and their concentrations are sustained through the entero-salivary cycle. A crucial step
in this cycle is the conversion of nitrate to nitrite by oral bacteria and the use of
mouthwash can block this step. Then, the hypothesis of our work is that chlorhexidine
could block the antihypertensive and vascular effects caused by atorvastatin in 2K1C
hypertensive rats. Methods: Sham and 2K1C hypertensive rats were treated with
Atorvastatin (50mg orally) and/or chlorhexidine applied in the mouth using a swab. The
animals were treated for 4 weeks, and blood pressure was measured by tail
plethysmography. At the end of the protocol, the amount of oral bacteria were counted
by colony forming units. Then, animals were euthanized for vascular reactivity
experiments, and the tissues aorta, plasma and liver were collected (for nitrate, nitrite
and oxidative stress measurement). Results: We observed a decrease in the amount
of oral bacteria with the use of mouthwash. The treatment with Atorvastatin was able
to decrease the blood pressure in 2K1C hypertensive rats and also caused an
improvement in the maximum effect of the relaxation to acetylcholine, both effects were
reversed by treatment with mouthwash. Atorvastatin was also able to increase the
concentrations of nitrite in the liver and of nitrate in the aorta, and chlorhexidine was
able to abolish these effects. Mouthwash also reversed the effects of atorvastatin in
decreasing NADPH oxidase-dependent superoxide production in the aorta, in addition
to increase lipid peroxidation in the plasma of hypertensive animals. Conclusion: It is
possible to suggest that the antihypertensive effects of atorvastatin are due to its ability
to increase the availability of NO, since all beneficial effects were abolished by
concomitant use with chlorhexidine mouthwash. Then, the enterosalivary cycle of
nitrate and the nitrate-nitrite-NO pathway are crucial for the antihypertensive effects of
atorvastatin.

Keywords: Atorvastatin, Mouthwash, hypertension, enterosalivary cycle of nitrate
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1. Introducéo

1.1. Hipertenséo: Definicdo e causas

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) continua sendo o maior fator de risco
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV), sendo que estas
correspondem a 17 milhdes de mortes por ano, quase um terco do total de mortes
no mundo. (REAMY; WILLIAMS; KUCKEL, 2018). A hipertenséo é definida como
a elevacao sustentada da pressao arterial em valores maiores ou iguais a 140
mmHg para a pressao sistolica e/ ou maiores ou iguais a 90 mmHg para a pressao
diastélica e contribui direta ou indiretamente com 50% das mortes ocasionadas
pelas DCVs (ATIK et al., 2018; WHELTON et al., 2018).

A HAS é considerada uma situacdo patoldgica multifatorial. Suas causas ainda
nao foram bem estabelecidas, porém acredita-se na influéncia de alguns fatores de
risco, incluindo anormalidades lipidicas, tabagismo, sedentarismo, alta ingestéo de
sédio, entre outros (FUCHS; WHELTON, 2020). No que diz respeito ao tratamento
da hipertensdo, apesar de ja existirem diversas classes de farmacos,
aproximadamente 9-18% dos pacientes atendem aos critérios de diagndstico de
hipertenséo resistente (DOROSZKO et al., 2016). Nesse sentido, € preocupante
gue mesmo com 0 uso concomitante de mais de um medicamento, € comum que
nao seja atingido o controle da presséao arterial (PA) recomendado pelas diretrizes

(AL GHORANI et al., 2022).

1.2. Oxido nitrico: Descoberta, produc&o e papel na homeostase vascular
O oxido nitrico (NO) permaneceu muitos anos com seu papel fisiolégico
desconhecido, até finalmente ser reconhecido como uma molécula imprescindivel

em varios processos fisiologicos, rendendo um Prémio Nobel da Fisiologia e
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Medicina, em 1998, aos pesquisadores envolvidos em sua descoberta: Furchgott,
Ignarro e Murad (FURCHGOTT, Robert F; ZAWADZKI, 1980; IGNARRO et al.,
1987). Atualmente, é sabido que o NO desempenha papel crucial em processos
fisiol6gicos no coracdo e nos vasos sanguineos, na neurotransmissao, entre outros
(BONDONNO; CROFT; HODGSON, 2016).

Nos mamiferos, a via candnica ou classica para a producéo de 6xido nitrico se
da nas células endoteliais, com a participacdo das enzimas dependentes do
complexo calcio-calmodulina, as 6xido nitrico sintases (NOS) (PALMER; ASHTON,;
MONCADA, 1988). Ja foram identificados 3 isoformas de NOS, a endotelial
(eNOS), a induzida (iNOS) e a neuronial (nNOS), sendo a isoforma endotelial a
gue desempenha papel mais importante no sistema cardiovascular (ALDERTON,;
COOPER; KNOWLES, 2001). A forma dimérica da enzima, constituida de dois
mondmeros idénticos, consiste na sua forma ativa, sendo estes monémeros
associados a duas calmodulinas e divididos em dois dominios, o dominio redutase
C-terminal e o dominio oxigenase N-terminal (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Todas as isoformas de NOS utilizam a L-arginina como principal substrato e o
oxigénio molecular e a nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reduzida
(NADPH) como co-substratos. Além disso, também séo utilizados os cofatores
dinucleotido de flavina e adenina (FAD), monucleétido de flavina (FMN),
tetraidrobiopterina (BH4), heme e calmodulina. Em suma, a NOS catalisa a
oxigenacao dependente de NADPH e oxigénio da L-arginina, tendo como produtos
0 NO e a citrulina (IGNARRO, 1996).

A atividade da eNOS é regulada pela presenca de célcio na célula endotelial,
que pode ter sua concentracdo aumentada pela acdo de agonistas como a

acetilcolina, a bradicinina e a histamina, além de estimulos fisicos, como o estresse
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de cisalhamento. E sabido que a geracdo de NO pelo endotélio vascular é
essencial para a regulacdo da pressao e do fluxo sanguineo (MONCADA, 1994;
PALMER; ASHTON; MONCADA, 1988). Por ser um gas, o NO formado nas células
endoteliais, pode se difundir para as células musculares lisas vasculares (CMLVS),
onde ativa a Guanilil ciclase (GC), possibilitando a conversdo de guanosina
trifosfato (GTP) em monofosfato de guanosina 35 ciclico (GMPc) (NESHER et al.,
2014)(TENOPOULOU; DOULIAS, 2020). O aumento da concentracéo intracelular
deste segundo mensageiro € acompanhado de uma cascata de eventos de
fosforilacdo, jA que este se liga ao dominio regulatorio da proteina quinase G
(PKG), gerando uma alteracdo conformacional no sitio catalitico N-terminal desta
proteina, levando a fosforilacdo de proteinas que atuam na homeostase do Ca?*
intracelular, como a Ca?*-ATPase, o trocador Na*/Ca?* e os canais de potassio
dependentes de calcio (Kca), eventos que culminam na diminuicdo do Ca?*
intracelular e na vasodilatagdo (PARK; SANDNER; KRIEG, 2018).

Varios estudos demonstraram que existem varios efetores downstream da
ligacdo cGMP-PKG no sistema cardiovascular. Dentre estes, foi proposto que que
a PKG fosforila a fosfolambam na serina 16, o que ativaria a SR Ca-ATPase
(SERCA), aumentando a recaptacdo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico,
atenuando seus efeitos durante a sistole (FRANCIS; BUSCH; CORBIN, 2010;
PARK; SANDNER; KRIEG, 2018). Também é conhecido que a PKG pode fosforilar
0 substrato associado ao receptor de Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), inibindo este
receptor e também a liberacdo de calcio para o citoplasma (SELLAK et al., 2013).
A fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP) também pode ser alvo de
fosforilacdo pela PKG, gerando diminuicdo na fosforilacdo da cadeia leve de

miosina. E importante ressaltar que todos esses eventos culminam na diminui¢&o



20

do Ca?* intracelular e consequente vasodilatacdo (MUNZEL et al., 2003). Além de
efeitos vasodilatadores, a via NO/GMPc tem outros efeitos benéficos, como a
inibicdo da proliferacdo de CMLVs, reducao da agregacao plaquetaria, apoptose e

regulacio génica (LI et al., 2003; MUNZEL et al., 2003).

1.3. Disfuncéao endotelial na hipertensao

O endotélio vascular forma o revestimento interno dos vasos sanguineos e
linfaticos e € essencial para o funcionamento normal do sistema vascular (GALLEY;
WEBSTER, 2004). Desde sua descoberta, na década de 80, por Furchgott e
Zawadzki, sua funcdo tem sido amplamente estudada (FURCHGOTT, R F;
ZAWADZKI, 1980). Atualmente, é sabido que este desempenha um importante
papel na modulacdo do ténus vascular, ja que € responsavel pela liberacdo de
diversos fatores relaxantes, tais como prostaglandinas, NO e fatores
hiperpolarizantes (GODO; SHIMOKAWA, 2017). Em contrapartida, este também &
responsavel pela liberacdo de moléculas vasoconstritoras tais como endotelina e
alguns prostanoides (VANHOUTTE et al., 2017).

Diversos estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo desempenha um
importante papel na disfuncdo endotelial em situacbes patolégicas como o
diabetes, dislipidemia, hipertensdo, entre outros (DHARMASHANKAR,;
WIDLANSKY, 2010; POTENZA et al.,, 2009). O principal efetor dos efeitos
prejudicais do estresse oxidativo € o anion superoxido, que pode ser formado por
diversas enzimas, tais como nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH) oxidase,
xantina oxidoredutase (XOR), além da eNOS desacoplada e de enzimas da cadeia
respiratoria mitocondrial (FORSTERMANN; SESSA, 2012; INCALZA et al., 2018).

A diminuicao da biodisponibilidade de NO, resultado da diminui¢do da sua producéo
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e/ou aumento de sua degradacdo pelo anion superdxido, marca o inicio da
disfuncéo endotelial. Em suma, o NO reage com 0 anion superoxido, produzindo
peroxinitrito (ONOO"), sendo que este promove nitracao de proteinas, contribuindo
para a disfuncédo e morte das células endoteliais (WOLIN et al., 2010). Além disso,
0 ONOO" também pode levar a oxidagdo do cofator BH4 gerando uma mudanca
conformacional da forma dimérica para a forma monomérica (desacoplada) da
eNOS, que ao invés de produzir NO, leva a producéo de superoxido (LUNDBERG,
J. O.N. et al., 1994).

O aumento na producéo de dimetilarginina assimétrica (ADMA) também & um
fator que contribui para a disfuncdo endotelial observada em doencas como a
hipertensdo (LANDIM; CASELLA FILHO; CHAGAS, 2009). O ADMA é sintetizado
guando os residuos de arginina nas proteinas nucleares sdo metilados pela acao
da proteina arginina metiltransferase, proteinas amplamente distribuidas no corpo
humano (WADA; INOUE; HAGIWARA, 2002). Este possui uma estrutura analoga a
L-arginina, sendo considerado o inibidor endégeno das 3 isoformas da NOS, ja que
este compete com a L-arginina pela enzima. Além disso, ele também pode levar ao
desacoplamento da enzima e ao aumento na geracao de superéxido (LIU et al.,
2018).

Outro fator que pode contribuir para a disfuncdo endotelial € a diminuicdo da
biodisponibilidade da L-arginina, ja que esta € o Unico substrato para a producéo
de NO (MOSS et al., 2004). Apesar de, em situacbes normais, a concentracao
endogena de L-arginina intracelular ja ser bem acima da necessaria para a
producdo de NO (BODE-BOGER; SCALERA; IGNARRO, 2007), um estudo
mostrou que o influxo de L-arginina para a célula endotelial esta prejudicado em

pacientes hipertensos (PERTICONE et al., 2005), indicando que a suplementacao
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com L-arginina poderia ser uma alternativa terapéutica em doencas como a
hipertensao arterial (BATISTA et al., 2021).

Em suma, a disfuncdo endotelial se da pelo desbalanco da producdo de
substancias vasoativas, com um predominio da producdo de substancias
vasoconstritoras em detrimento da producédo de substancias vasodilatadoras, em

especial o NO.
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Figura 1. NOS nas formas acoplada e desacoplada. A forma desacoplada da NOS produz anion
superéxido, que ao reagir com NO, leva a formacdo do ONOO-, que exerce inumeros efeitos deletérios
no sistema cardiovascular. Por sua vez, a NOS acoplada produz NO a partir da L-arginina, que
desempenha efeitos protetores sobre o sistema cardiovascular como um todo. Fonte: (CYR et al.,
2020).

1.4. Vianitrato-nitrito-NO

Por muito tempo, acreditou-se que os produtos do metabolismo do NO, os
anions nitrato (NOgz’) e nitrito (NO2") (LAUER et al., 2001), ndo tinham quaisquer
funcBes endogenas. Estes também ja foram relacionados com a producdo de
moléculas com efeitos nocivos, como as N-nitrosaminas e a metahemoglobina
(FEELISCH et al., 2002). No entanto, na ultima década, estudos tem demonstrado

gue a via nitrato-nitrito-NO pode ser uma via complementar aguela dependente das
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NOS, sendo capaz de gerar NO e outros 6xidos de nitrogénio bioativos com
importante papel fisiologico (LUNDBERG, Jon O.; WEITZBERG; GLADWIN, 2008).

Nesta via alternativa para a producdo de NO, o nitrato € conhecidamente o
produto final e mais estavel da oxidacdo do NO. Da mesma forma, o NO3™ é o
precursor do NO in vivo. As maiores fontes de nitrato sdo oriundas da dieta, mais
especificamente de vegetais verdes, como alface, espinafre, ricula e também a
beterraba (KAPIL et al., 2013a; LUNDBERG, Jon O.; WEITZBERG; GLADWIN,
2008). Nesse ciclo, os vegetais oriundos da dieta contem nitrato que é deglutido e
absorvido no intestino. Cerca de 25% do nitrato € transportado pela sialina, um
transportador de nitrato/H*, para as glandulas salivares e secretado na cavidade
oral (QIN et al., 2012), sendo que a saliva tem uma concentracdo de 10-20 vezes
maior de nitrato que o plasma (FAASSEN et al., 2010). Parte da microbiota presente
na cavidade oral & capaz de reduzir nitrato a nitrito, enquanto usa o nitrogénio para
a producdo de adenosina-5'-trifosfato (ATP). Uma vez no estdmago, favorecido
pelo pH é&cido (pH < 3), o nitrito é protonado a &cido nitroso (HNO2) que se
decompde a *NO e outros Oxidos de nitrogénio bioativos (BENJAMIN et al., 1994;
LUNDBERG, Jon O; CARLSTROM; WEITZBERG, 2018; MARON; TANG;
LOSCALZO, 2013). O -NO formado no ambiente acido do estbmago também pode
ser absorvido no intestino e atuar fisiologicamente, além de poder ser oxidado a
nitrito e a nitrato por acéo da oxi-hemoglobina, reiniciando o ciclo (LUNDBERG, Jon
O. et al., 2004).

Além do HNO:2 e do NO, ao chegar no estbmago, o nitrito também pode formar
espécies como o anidrido nitroso (N20s), conhecidamente uma fonte de S-
nitrosotiois como a S-nitrosoglutationa, gerando nitrosilacdo proteica, uma

alteracéo pos traducional que consiste na incorporacdo do NO a um grupo tiol livre
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de uma cisteina, que tem como produto o S-nitrosilado e nitrito (BRONIOWSKA;
HOGG, 2012; WINK et al., 1994).

Diversos estudos ja demonstraram efeitos benéficos do nitrato e do nitrito em
doencas cardiovasculares, especialmente na hipertensédo arterial, tanto em
modelos animais quanto em humanos (GHOSH et al., 2013; PINHEIRO et al.,
2015). Nesse sentido, a formacdo de S-nitrosotiois é crucial para o efeito anti-
hipertensivo exercido pelo nitrito, ja que o aumento do pH gastrico com a utilizacao
de omeprazol e consequente diminui¢do da formacéo de nitrosotiois no estdmago,
reverteu os efeitos benéficos do nitrito na pressao arterial (PINHEIRO et al., 2012).
Portanto, pelo menos parte dos efeitos do nitrito na hipertensdo poderiam estar
relacionados a formacao de nitrosotiois e consequente nitrosilacdo de proteinas
envolvidas no controle da pressao arterial como da cisteina 289 do receptor tipo 1
da angiotensina Il, reduzindo sua afinidade de ligacdo a angiotensina Il e da
NADPH oxidase, reduzindo a atividade da enzima e inibindo a producdo de
superoxido, um dos efetores da disfuncdo endotelial observada na hipertensao

arterial (LECLERC et al., 2006; SELEMIDIS et al., 2007).
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Figura 2: Via clédssica e via dependente de nitrato e nitrito para a produ¢cdo de NO. Na via classica, o NO é
produzido a partir do substrato L-arginina com a participacdo de cofatores. Na via nitrato-nitrito-NO, este é oxidado a
nitrito e a nitrato, que € novamente reduzido a nitrito por acao das bactérias orais. Este nitrito produz NO e espécies
relacionadas no estdbmago e pode ser absorvido no intestino, onde pode ser reduzido a NO por acdo das oxi-

hemoglobinas, reiniciando o ciclo.

1.5.

Microbiota oral e formacédo de NO

Como mencionado anteriormente, o nitrato oriundo da dieta é parcialmente

convertido a nitrito por acao das bactérias orais. Apés ser absorvido e chegar a

corrente sanguinea, este é gradativamente oxidado a nitrato, sendo este secretado

na cavidade oral, formando o chamado “ciclo enterosalivar do nitrato-nitrito-NO”

(GOH et al., 2022; SATO-SUZUKI et al., 2020). Existem mais de 700 espécies de

bactérias que residem na cavidade oral humana, sendo algumas destas bactérias

anaerobicas facultativas com capacidade nitrato redutase localizadas na parte

posterior da lingua (HEZEL; WEITZBERG, 2015; KOCH et al., 2017). Estas utilizam

0 nitrato e o nitrito como aceptor final de elétrons para a producéo de ATP durante
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sua respiracdo e, ao mesmo tempo, auxiliam o hospedeiro em uma etapa crucial
na converséo de nitrato a NO.

Estudos realizados em ratos e humanos demonstraram que bactérias com a
maior capacidade nitrato redutase da cavidade oral sdo as espécies Firmicutes
(Staphylococcus, Streptococcus e Veillonella) e Actinobacteria (Actinomyces) (JJ et
al., 2005; KOCH et al., 2017). Estudos demonstraram que a suplementacdo com
nitrato em humanos jovens (18-22 anos) e idosos (70-79 anos), e com nitrito de
sédio em ratos Wistar foi capaz de alterar a composicdo da microbiota oral de
ambas as espécies, no sentindo de aumentar a quantidade de bactérias com
capacidade nitrato redutase, como as do género Neisseria e Rothia (HYDE et al.,
2014; VANHATALO et al., 2018).

E importante ressaltar que a presenca ou auséncia de bactérias com
capacidade nitrato redutase na cavidade oral reflete a biodisponibilidade de nitrito
e NO nos seres humanos e, portanto, poderia ser uma forma de previsao de risco
de doenca cardiovascular. Isso se reafirma através de um estudo com doadores
saudaveis que demonstrou que nem todos apresentavam bactérias redutoras de
nitrato em sua cavidade oral, podendo estes individuos, portanto, ndo disporem de
um ciclo enterosalivar nitrato-nitrito-NO plenamente funcional e suficiente para a

manutencao da saude cardiovascular (BRYAN; TRIBBLE; ANGELOV, 2017).

1.6. Enxaguante bucal e formagéo de NO

Como descrito acima, a microbiota oral € crucial para a manutencgéo e para
a restauracdo da homeostase do NO em situagBes patologicas que gerem a
diminuicdo de sua biodisponibilidade, ja que esta é responsavel por gerar o nitrito

que sera convertido a NO e nitrosotiois no ambiente acido do estdmago. Neste
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sentido, uma diminuicdo e/ou alteracdo dessa microbiota através do uso de
enxaguante bucal, por exemplo, poderia gerar a ruptura do ciclo enterosalivar do
nitrato-nitrito-NO (KAPIL et al., 2013b). A clorexidina (CHX) € um dos enxaguantes
bucais mais potentes, sendo eficaz na reducéo tanto de bactérias aerébicas quanto
de anaerobicas facultativas (HAERIAN-ARDAKANI et al., 2015). Esta leva a morte
celular bacteriana através do extravasamento de componentes intracelulares
(SAFFARI et al., 2015).

Diversos estudos em modelos animais e em humanos ja demonstram os efeitos
benéficos da suplementacdo com nitrato, incluindo a reducédo da pressao arterial,
protecdo contra o dano na isquemia e reperfuséo, restauracdo da homeostase do
NO, entre outros. Alguns desses beneficios, foram completamente revertidos com
a diminuicdo da microbiota oral perante a utilizacdo de enxaguante bucal
(PETERSSON et al., 2009; PINHEIRO; FERREIRA; et al., 2016a; WEBB et al.,
2004). Ja foi demonstrado que, 90 minutos apdés a ingestao de nitrato em humanos,
a utilizacdo de CHX diminui a liberagcdo de NO em quase 50% (ZETTERQUIST et
al., 1999). Noutro estudo, com voluntarios saudaveis e sem  quaisquer
modificacdes na dieta, um periodo de 7 dias de tratamento com enxaguante bucal
reduziu os niveis de nitrito oral e plasmatico nesses individuos, além de ter causado

um aumento sustentado na presséo sistolica e diastolica (KAPIL et al., 2013b).

1.7. Mecanismo de acdo da atorvastatina

A hiperlipidemia é reconhecida como um importante fator de risco para o
desenvolvimento de doenca arterial coronariana e progressao de lesbes
ateroscleroticas. Alteragbes na dieta juntamente com medicamentos

hipolipemiantes s@o essenciais para prevenir a progressao da placa aterosclerdtica
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e diminuir o risco de eventos coronarianos agudos (FARNIER; DAVIGNON, 1998;
MILLER; WRIGHT; BROWNE, 2015). As estatinas sao as drogas mais comumente
utilizadas no tratamento de hiperlipidemias com o intuito de diminuir os niveis de
lipoproteinas plasmaticas ricas em colesterol e reduzir o risco de doenca coronaria.

Isolada, em 1976, como um produto do metabolismo de culturas de
Penicillium citrinium, a Mevastatina ou Compactina foi a primeira estatina a ser
descoberta. Mais tarde, foi isolada de culturas de Aspergillus terreus e Monascus
ruber a Lovastatina, que possuia uma estrutura semelhante a Mevastatina, porém
maior poténcia (LIAO; LAUFS, 2005). A introducdo de derivados sintéticos da
classe das estatinas ocorreu em 1996 com Atorvastatina, sendo que em 2002, ela
foi a droga mais vendida no mundo (KOGAWA; PIRES; SALGADO, 2019).

O mecanismo de ac¢dao classico dessas drogas consiste na inibicdo de um dos
primeiros passos da biossintese do colesterol, a converséao do substrato 3-hidroxi-
3-metil-glutarilcoenzima A (HMG-CoA) em acido mevaldnico. Essas drogas séo
capazes de mimetizar este substrato natural, inibindo a enzima 3-hidroxi-3-metil-
glutarilcoenzima A redutase (HMG-CoA redutase) (NING et al., 2021). A inibicdo
dessa enzima pela atorvastatina também reduz o nivel de colesterol total nos
hepatocitos, além de reduzir os niveis de colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C) e triglicerideos e aumentar os niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL) em pacientes com hipercolesterolemia ou dislipidemia (CURRAN,
2010).

Em relacdo aos aspectos farmacocinéticos, a faixa de dosagem clinica da
atorvastatina é de 10 a 80 mg/dia, sendo administrada na forma acida. O acido da
atorvastatina é altamente solivel e permeavel, e a droga & completamente

absorvida ap6s administracdo oral. O volume de distribuicdo da atorvastatina é de
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381L e aligacéo as proteinas plasmaticas excede 98%. E metabolizado no intestino
e no figado por oxidacédo, lactonizacdo e glucuronidacéo, e os metabdlitos sao
eliminados por secrecdo biliar e secrecdo direta do sangue para o intestino

(LENNERNAS, 2003).

1.8. Efeitos pleiotropicos da atorvastatina

No passado, a reducao da sintese de colesterol através da inibicdo da HMG-
CoA redutase foi considerado o principal mecanismo das estatinas. Porém, com o
passar do tempo, efeitos benéficos adicionais da atorvastatina em varias doencas
cardiovasculares foram descobertos. Ja foi demonstrado, por exemplo, efeitos
positivos desta droga em um modelo de insuficiéncia cardiaca induzida por
isoproterenol em camundongos, onde a mesma atenuou a lesdo da fungéo cardiaca
e as alteracdes patolégicas, como o remodelamento cardiaco, nesses animais
(NING et al.,, 2021). A atorvastatina também esta associada a uma melhor
sobrevida e melhor resultado funcional quando administrada durante a fase aguda
do acidente vascular cerebral (AVC) (AZNAOURIDIS et al., 2019).

Também ja foi observada uma melhora na disfuncao endotelial por diminuicao
do estresse oxidativo e aumento da biodisponibilidade de NO perante a utilizacao
de atorvastatina (ENDRES; LAUFS, 2004). No que diz respeito a hipertensédo, um
estudo realizado em modelo 2 rins 1 clipe (2R1C) mostrou que a atorvastatina
possui efeitos anti-hipertensivos, de melhora na fungdo vascular, efeitos
antioxidantes, anti-remodelamento e, ainda, é capaz de aumentar as
concentragdes de nitrito na aorta e no plasma desses animais (GUIMARAES et al.,

2013). Adicionalmente, na hipertensao 2R1C, a atorvastatina é capaz de diminuir a

atividade da Metaloproteinase de matriz 2 (MMP-2), do Fator de transformacéo do
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crescimento beta (TGF-B), além da deposicdo de colageno, atenuando o
remodelamento vascular (GUIMARAES et al., 2015). Em humanos, um estudo
demonstrou que o tratamento com atorvastatina esta associado a uma diminuicao
na pressao na artéria carétida em pacientes com hipertensdo (CURRAN, 2010).
Diversos estudos sugerem a utilizagédo da atorvastatina juntamente com um
anti-hipertensivo (usualmente a amlodipina) como uma forma de ter efeitos
adicionais no tratamento da hipertenséo e dislipidemia e prevencao de doencas
cardiovasculares associadas (DELGADO-MONTERO; ZAMORANO, 2012;
MCKEAGE; SIDDIQUI, 2008). Nesse sentido, a atorvastatina se mostra como uma
alternativa terapéutica capaz nao sé de ocasionar melhoras na pressao arterial,
mas também de atenuar os efeitos secundarios a esse aumento, como O
remodelamento vascular. Portanto, é de extrema relevancia, entender por quais

mecanismos essa droga produz tais efeitos na hipertenséo arterial.
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2. Hipoétese

Com base no exposto acima, formulamos a hipotese de que os efeitos anti-
hipertensivos e vasculares da atorvastatina sejam mediados, ao menos em parte,
por sua capacidade de aumentar a biodisponibilidade de NO e consequentemente
de seus metabdlitos, favorecendo o ciclo éntero-salivar do nitrato-nitrito-NO. Sendo
assim, o uso de enxaguante bucal poderia atenuar os efeitos benéficos da
atorvastatina na hipertensédo por prejudicar a conversdo de nitrato a nitrito na

cavidade oral.
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3. Objetivos

3.1. Geral
-Determinar a influéncia do enxaguante bucal (clorexidina 0.12%) sobre os efeitos
benéficos da atorvastatina na hipertensdo, bem como investigar possiveis
mecanismos envolvidos nestes efeitos.

3.2. Especificos
1. Determinar se o uso de clorexidina atenua os efeitos anti-hipertensivos da
atorvastatina em ratos hipertensos 2R1C.
2. Determinar se o uso de clorexidina atenua a melhora de reatividade vascular
aortica dependente de endotélio associados ao tratamento de ratos hipertensos
com atorvastatina.
3. Determinar se 0 uso de clorexidina afeta as concentracdes plasmaéticas,
vasculares e no figado de nitritos, nitratos e nitrosotiois, associados ao tratamento
de ratos hipertensos com atorvastatina.
4. Determinar se o uso de clorexidina afeta a producédo de espécies reativas de
oxigénio bem como marcadores de estresse oxidativo no plasma, na aorta e no

figado em ratos hipertensos tratados com atorvastatina.
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4. Metodologia

4.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (180 a 200 gramas), provenientes do
Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(CEUA:081/2018). Os animais foram mantidos em salas com ciclo claro/escuro de

12 horas, temperatura controlada (22-25°C) e livre acesso a racao e agua.

4.2. Abordagem experimental I- Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares da
administracdo oral de atorvastatina com ou sem utilizagdo
concomitante de enxaguante bucal
Neste protocolo, avaliamos a participacdo das bactérias orais nos efeitos

anti-hipertensivos e vasculares da atorvastatina, visto que estas sdo fundamentais

para a conversao de nitrato a nitrito. Para isso, ratos foram submetidos a cirurgia 2

rins 1 clipe (2R1C), que consiste na estenose da artéria renal por meio de um clipe

de prata com abertura de 0,2 mm que foi realizada conforme descrito anteriormente

(DE LA RIVA et al., 2000). Ratos alocados no grupo SHAM foram submetidos a

cirurgia sem a insercao do clipe. Como anestésico foram utilizados ketamina (100

mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) via intraperitoneal. Apds a cirurgia o animal recebeu

para analgesia pés-operatéria (Fluxina meglumina 2,5 mg/kg s.c.) (MONTENEGRO
et al., 2011). Apos duas semanas de inducdo de hipertensdo, os animais que nao
atingiram 160 mmHg de pressao sistolica foram excluidos do estudo. Os animais
hipertensos (2R1C) e nédo hipertensos (SHAM) foram tratados conforme os
seguintes grupos: Veiculo (etanol 2%); Atorvastatina (50 mg/kg) (GUIMARAES et
al.,, 2013), Veiculo + Enxaguante bucal (Periogard®, clorexidina 0.12%)
(PINHEIRO; FERREIRA; et al., 2016a), Atorvastatina + Enxaguante bucal. O

enxaguante bucal foi aplicado na mucosa oral com o auxilio de um swab

(PINHEIRO; FERREIRA,; et al., 2016b). Todos 0s grupos estdo representados na
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figura 4. Os tratamentos foram realizados durante quatro semanas (inicio na
segunda semana apos inducdo da hipertensdo até o fim da sexta semana). Os
grupos foram designados nas figuras como SV (Sham+Veiculo), SE
(Sham+Enxaguante), SA (Sham+Atorvastatina), SEA
(Sham+Enxaguante+Atorvastatina), além de HV (Hipertenso+Veiculo), HE
(Hipertenso+Enxaguante), HA (Hipertenso+Atorvastatina) e HEA

(Hipertenso+Enxaguante+Atorvastatina).

2R1C+Veiculo SHAM + Veiculo
2R1C + Atorvastatina SHAM + Atorvastatina
2R1C + Enxaguante SHAM + Enxaguante

2R1C + Enxaguante + Atorvastatina SHAM + Enxaguante + Atorvastatina

Figura 3: Grupos experimentais do protocolo.

4.2.1. Avaliacdo da pressao arterial sistolica e peso corporal

A presséao arterial sistélica foi verificada pelo método de pletismografia de
cauda. Para isso, um manguito acoplado a um transdutor de pressao foi colocado
em torno da cauda dos animais acordados, previamente aquecidos (37°C). As
variacfes de pressao foram capturadas por um programa especifico de aquisicédo
de dados: PowerLab 4/S analog-to-digital converter (AD Instruments Ltd., Csdtle
Hill, Australia) e os resultados representados por uma média de cinco medidas
consecutivas para cada animal. A pressao arterial e o peso corporal foram

avaliados semanalmente, durante todo o estudo (Figura 4).
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4.2.2. Contagem bacteriana

A fim de avaliar se o0 uso de enxaguante bucal gerou uma diminuicdo na
guantidade de bactérias orais, ao final da sexta semana, foi coletado um swab oral,
duas horas apds o tratamento o tratamento com enxaguante bucal. As bactérias do
swab foram cultivadas em uma placa contendo o meio sélido agar nutriente e
encubadas por 18 horas em estufa a 37°C. Posteriormente, foi estimado o numero

de unidades formadoras de colénias (UFC) (BATISTA et al., 2021).

Eutanasia e coleta

Indugdo da

hipertensao . de amostras
Tratamento com atorvastatina e/ou enxaguante bucal

arterial

| | |{ | | |

Basal 12 semana 22 semana 32 semana 42 semana 52 semana 62 semana

Verificagao semanal da Pressao Arterial

Figura 4: Linha do tempo Protocolo Experimental.

4.2.3. Eutanasia e coleta de tecidos

Ao final do protocolo, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina
e eutanasiados. As amostras de sangue arterial foram coletadas em tubos contendo
heparina e imediatamente centrifugadas a 1000xg por 4 minutos. A aorta do animal
foi extirpada e lavada com PBS pH 7,4. O sangue e as aortas que nédo foram
utilizadas para a reatividade foram aliquotados e guardados a -70°C para os demais

ensaios.

4.2.4. Reatividade de aorta

Teste da integridade do endotélio
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A artéria aorta foi coletada delicadamente, e lavada com solucdo de Krebs
(NaCl 130 mM, KCI 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgS0O4 1,2 mM, NaHCO3 14,9 mM,
glicose 5,5 mM, e CaClI2 1,6 mM), pH 7,4, seccionada em anel e conectada a um
transdutor de deslocamento de forca isométrica (Harvard Apparatus, Holliston, MA,
USA) e mantida em camera de banho para orgaos isolados contendo solucéao de
Krebs borbulhado com mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO2). Apos isso,
os anéis foram mantidos sob tensdo de 1,5 g por 1 hora para estabilizacao.
Posteriormente, os anéis foram pré-contraidos com fenilefrina (100 nM) e relaxados
com acetilcolina 1 pM para a avaliacdo da integridade do endotélio (PINHEIRO;

OLIVEIRA-PAULA; et al., 2016).

Curva de Relaxamento

Apbs os procedimentos iniciais descritos acima, foi feita uma lavagem com
solucdo de Krebs e, apoés, estabilizados, os anéis foram mais uma vez pré-
contraidos com fenilefrina 100 nM e apds a estabilizacdo da pré-contracéo, foi
iniciada a curva de relaxamento para a acetilcolina, que consiste na adi¢cdo de
concentracdes crescentes (100 nM a 10 mM) desta a preparacao (BATISTA et al.,

2021).
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4.3. Abordagem experimental II- Avaliacdo dos efeitos da administracéo
oral de atorvastatina com ou sem utilizagcdo concomitante de
enxaguante bucal nos metabdlitos de NO e no estresse oxidativo.

4.3.1. Determinacéo das concentracdes de nitrato no plasma, na aorta e no
figado

No que diz respeito ao plasma, este foi coletado e aliquotado juntamente
com uma solucdo de NEM (10mM) e DTPA (2mM). Os tecidos (aorta e figado)
foram macerados em solucao de PBS para posterior analise do nitrato pelo método
de Quimiluminescéncia através do ozénio no aparelho Sievers Modelo 280 NO
analyzer, Boulder, CO. Foram injetados 15 ul de plasma, suspensao de aorta ou
figado macerados no aparelho contendo vanadio (lll) em acido cloridrico a 90°C,
gue reduz nitratos a NO gasoso. O 6xido nitrico formado foi entdo carreado pelo
gas nitrogénio até o analisador de oOxido nitrico. Os dados foram analisados no
programa Oringin 8.5 (OriginLab, Northampton, MA, EUA) (MONTENEGRO et al.,

2011).

4.3.2. Determinacédo das concentragcdes de nitrito no plasma, na aorta e no
figado e de nitrosotiois no plasma e no figado.

Para analise das concentracfes plasmaticas e teciduais de nitrito e nitrosotiois
(RXNO) foram feitos procedimentos iniciais iguais aos descritos acima, porém
foram injetados no aparelho 100 ul de plasma ou 250 pl de suspensao de aorta ou
figado macerada em PBS e, nesse caso, 0 aparelho continha uma solugéo de iodo
acidificada, capaz de reduzir nitrito a NO. O 6xido nitrico formado entéo foi carreado
pelo gas nitrogénio até o analisador de Oxido nitrico (Sievers Modelo 280 NO
analyzer, Boulder, CO). Os dados obtidos foram analisados pelo programa Origin
8.5 (OriginLab, Northampton, MA, EUA). Para a quantificacdo de espécies

nitrosiladas (RXNO) no plasma e no figado, foi adicionada & amostra sulfanilamida
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acida (5% em acido fosférico) na proporcéao de 10% do volume da amostra. Apés 5
minutos de reagcdao 500 pl de amostra foram injetados no analisador

(MONTENEGRO et al., 2011).

4.3.3. Avaliacdo do TBARS no plasma e no figado

As substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foram obtidas
conforme descrito anteriormente (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979). Tal método
baseia-se no fato de que alguns dos produtos da peroxidacéo lipidica séo reativos
ao acido tiobarbitirico (TBA). Em suma, amostras de plasma e macerados de
figado foram incubados com tampao &cido acético (pH 3,5), dodecil sulfato de sddio
(SDS) 10% e TBA (0,6%) a 95 C durante uma hora. Apds isso, os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 4000 rpm. Adicionando-se TBA ao plasma foi
possivel detectar a presenca do malondialdeido (MDA) utilizando o sobrenadante
para a leitura espectrofotométrica a 532 nM. E importante ressaltar que foi feita uma

curva padrdo com concentracdes conhecidas de MDA.

4.3.4. Avaliacao da atividade da Xantina oxidoredutase no plasma

A atividade da xatina oxidoredutase no plasma foi medida utilizando um kit (kit
de ensaio da Xatina Oxidoredutase Amplex Red; A22182, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), como descrito previamente. A XOR catalisa a oxidagcdo da hipoxantina ou
xantina a acido urico e anion superoxido, que é degradado a peroxido de
hidrogénio, sendo que este reage com Amplex Red produzindo um produto de
oxidacéao (resofurina) que emite uma fluorescéncia vermelha. Esta fluorescéncia foi
medida utilizando um leitor de microplaca (Biotek Synerg H1; Promega Corp,

Winooski, VT; excitacdo a 530 nm e deteccdo a 590nm). Foi utilizada uma curva
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padréao para o calculo da atividade da XOR. Todos os valores foram normalizados

pela quantidade de proteina (NOGUEIRA et al., 2021).

4.3.5. Avaliacdo da quimioluminescéncia da Lucigenina na aorta

Para determinar a producéo de superoxido dependente da enzima NAD(P)H
oxidase, utilizamos a técnica de luminescéncia com a sonda lucigenina. Em
resumo, anéis de aorta foram transferidos para frascos de luminescéncia contendo
1 ml de tampao HANKS, pH 7.2, contendo 5 pumol/l de lucigenina. Apés a avaliacao
dos valores da linha de base, 300 umol/l de NADPH foram adicionados e as
contagens de luminescéncia foram medidas continuamente por 15 min em
lumindmetro (Berthold 9505) A 37 °C. Os resultados foram normalizados pelo peso

seco dos anéis de aorta (GUIMARAES et al., 2013).

4.3.6. Determinacédo de espécies reativas de oxigénio (EROS) in situ na
aorta.

Como medida de estresse oxidativo, as concentra¢des vasculares de EROs
foram analisadas, in situ, utilizando a sonda dihidroetidina (DHE). Esta sonda reage
com espécies reativas de oxigénio resultando na formacéo de hidroxietideo e de
etidio, produtos que emitem fluorescéncia vermelha quando intercalados ao DNA.
Para isto, as aortas foram cortadas em criostato (5 pm de espessura) e encubadas
com DHE (10 umol/L) durante 30 minutos e examinadas por microscopia de
fluorescéncia (Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, England) em 400x, usando
A =525 nm de excitagdao e A = 605 nm de emissdo, que nao é especifica para
detectar apenas superoxido. A intensidade de fluorescéncia foi quantificada

utilizando o programa ImageJ (GUIMARAES et al., 2013).

4.4. Andlise estatistica
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Os resultados foram analisados com ANOVA (analise de variancia) de duas
vias e pos teste Tukey, sendo apresentados como média + erro padrao da média.
Foram consideradas diferencas estatisticamente significativas aquelas com valores

de P<0,05.



44

RESULTADOS




45

5. Resultados

5.1. Abordagem Experimental I: Avaliag&o dos efeitos cardiovasculares da
administracdo oral de atorvastatina com ou sem utilizacéo
concomitante de enxaguante bucal.

Inicialmente, avaliamos se a utilizacao do enxaguante bucal clorexidina seria
capaz de diminuir a contagem total de bactérias por UFC. De fato, todos os grupos,
sejam eles Sham ou Hipertensos, tratados com clorexidina, apresentaram um

menor nimero de unidades formadoras de colonia duas horas apds o tratamento

com enxaguante (F,20=7,905; p=0,0011) (Figura 5).
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Figura 5: Contagem de bactérias por Unidades formadoras de Coldnia (UFC) coletadas 2 horas
ap6s o tratamento com enxaguante bucal. Dados mostrados como média = SEM. (n=4 a 9 por grupo)
*p<0,05 em relacdo ao grupo Sham+Veiculo, obtidos pelo teste de anova de duas vias seguida pelo
pos teste Tukey, sendo os dois fatores tratamento e doencga.
No que diz respeito a pressao arterial sistélica, foi possivel observar que o
modelo de hipertensdo utilizado foi eficaz de aumentar os niveis pressoricos

desde a primeira semana do protocolo (Sham+Veiculo=124mmHg + 1,633,

Hipertenso+Veiculo=170 mmHg +8,970; p<0,05). O tratamento com atorvastatina
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(50mg/kg), via oral, diminuiu a pressao sistolica até a ultima semana de tratamento
(semana 6) (Hipertenso+Veiculo=204+10, 441,
Hipertenso+Atorvastatina=167+14,208; p<0,05) em cerca de 20%. O tratamento
com enxaguante bucal reverteu o efeito anti-hipertensivo da Atorvastatina em
todas as semanas de tratamento (Hipertenso+Atorvastatina=167+14,208;
Hipertenso+Enx+Atorva=188+10,650; p<0,05 na ultima semana de tratamento)
(F@,355 =111;p<0,0001). O tratamento apenas com Clorexidina ndo alterou os
niveis pressoricos em ratos Sham ou Hipertensos. A Atorvastatina também n&o
foi capaz de exercer efeitos na presséo sistélica de ratos normotensos (Sham)
(Figura 6). A doenca e o tratamento ndo foram capazes de exercer quaisquer

alteracdes em relagéo ao peso desses animais (Figura 7).
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Figura 6: Pressao arterial sistolica dos animais Sham e Hipertensos tratados com Atorvastatina
elou enxaguante bucal aferida pelo método de pletismografia de cauda. p<0,05 em relagéo ao
grupo Hipertenso+Veiculo obtidos pelo teste de anova de duas vias seguida pelo pos teste Tukey,
sendo os dois fatores tratamento e doenca. Dados mostrados como média + SEM. (n=6 a 9 por grupo).
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Figura 7: Peso, em gramas, dos animais Sham e Hipertensos tratados com Atorvastatina e/ou
enxaguante bucal. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos. Dados mostrados
como média £ SEM. (n=6 a 9 por grupo).

Em relacdo a funcdo vascular, medida pela realizagdo de uma curva de
relaxamento a Acetilcolina, o modelo de hipertensao utilizado causou prejuizos
nessa resposta, descolando a curva para a direita (Figura 8), afetando tanto a
poténcia (pD2) (Sham+Veiculo pD2=7,452+ 0,1169; Hipertenso+Veiculo pD2=
6,709+0,096; p<0,05) quanto o efeito maximo (Emax) (Sham+Veiculo
Emax=92,280+3,523; Hipertenso+Veiculo Emax=71,52+3,045; p<0,05). A
Atorvastatina restaurou a fungéo vascular dos animais hipertensos, especialmente
no efeito maximo (Hipertenso+Veiculo Emax=71,52+3,045;
Hiperyenso+Atorvastatina Emax= 87,3942,842; p<0,05) de relaxamento a
acetilcolina. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas em
relacdo a poténcia diante do tratamento com Atorvastatina em ratos hipertensos. O

uso do enxaguante bucal clorexidina reverteu os efeitos benéficos no efeito maximo
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ocasionados pela Atorvastatina (Hipertenso+Atorvastatina Emax= 87,39+2,842;

Hipertenso+Enx+Atorva Emax= 70,38+5,075; p<0,05). (Figura 9.A e 9.B).
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Figura 8: Curvas da funcdo vascular medida pelo relaxamento & Acetilcolina em aortas de
animais Sham e Hipertensos tratados com Atorvastatina e/ou enxaguante bucal pré-contraidas
com Felilefrina. A) Relaxamento a Acetilcolina em todos os grupos de tratamento. B) Relaxamento a
Acetilcolina em ratos Sham e Hipertensos tratados apenas com veiculo. C) Relaxamento a Acetilcolina
em animais Hipertensos tratados com Atorvastatina (ou veiculo) e/ ou enxaguante bucal. Dados
mostrados como média + SEM. (n=3 a 4 por grupo)
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Figura 9: Poténcia e efeito méximo de relaxamento a Acetilcolina em ratos Sham e Hipertensos
tratados com Atorvastatina e/ou enxaguante bucal. A) Poténcia (pD2) de relaxamento & Acetilcolina
em animais Sham e Hipertensos tratados com Atorvastatina e/ou enxaguante bucal. B) Efeito maximo
de relaxamento a Acetilcolina em animais Sham e Hipertensos tratados com Atorvastatina e/ou
enxaguante bucal. *p<0,05 em relacdo ao grupo Hipertenso+Veiculo. #p<0,05 em relagdo ao grupo
Hipertenso+Atorvastatina, obtidos pelo teste de anova de duas vias seguida pelo pés teste Tukey,
sendo os dois fatores tratamento e doenga. Dados mostrados como média + SEM. (n=3 a 4 por grupo).
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5.2. Abordagem experimental IlI- Avaliacdo dos efeitos da administracéo
oral de atorvastatina com ou sem utilizagcdo concomitante de
enxaguante bucal nos metabdlitos de NO e no estresse oxidativo.

Em seguida, avaliamos a capacidade da Atorvastatina de aumentar a
biodisponibilidade de NO e seus metabdlitos na hipertenséo arterial. Em relacéo ao
plasma, ndo foram encontradas diferencas estatisticas nas medidas de nitrito,
nitrato ou nitrosotiois (Figura 10). Na aorta, o tratamento com Atorvastatina foi
capaz de aumentar a concentracdo de nitrato (Hipertenso+Veiculo 144,9
pmol/mg+34,77; Hipertenso+Atorvastatina 254,4 pmol/mg +49,91; p<0,05) e o
tratamento concomitante com enxaguante bucal reverteu esse efeito
(Hipertenso+Atorvastatina 254,4+49 pmol/mg,91; Hipertenso+Enx+Atorva 112,6
pmol/mg +19,88 p<0,05) (F353=2,449; p=0,0737) nos animais hipertensos (Figura
11). Nao foram encontradas diferencas estatisticas no que diz respeito ao nitrito na
aorta (Figura 11.A). No figado, a Atorvastatina aumentou a concentracao de nitrito
(Hipertenso+Veiculo 1,397 pmol/mg +0,2743; Hipertenso+Atorvastatina 3,074
pmol/mg + 0,7995; p<0,05) e a clorexidina reverteu este aumento
(Hipertenso+Atorvastatina 3,074 pmol/mg + 0,7995; Hipertenso+Enx+ Atorva 1,510
pmol/mg + 0,228; p<0,05) (F@,44=3,071; p=0,0375) (Figura 12.A). O nitrato e o
RXNO no figado ndo foram alterados pelo tratamento com atorvastatina ou

enxaguante bucal (Figura 13 A e B).



uMol/L

51

B
Nitrito no plasma Nitrato no plasma
1.2+ 25-
1.0 20 l 1 T
0.8- 8 I
0.6 )
= 10-
0.4-
0.2+ 5
0.0 T o Ll Ll T T
64 "OA %Q/ Q,V' 6@?’ Q‘A ng Q\V' ng'
C
RXNO no plasma
20-
15-
iy 1
g 10-
c
5-
0t~

9\\ o_,Q/ 9?' 6@?’ Q‘A Q\Q/ QS' ng‘

Figura 10: Medidas de metabdlitos do NO no plasma de animais Sham e Hipertensos tratados
com Atorvastatina e/ou enxaguante bucal obtidos pelo método de quimiluminescéncia através
do ozdnio. A) Nitrito no plasma de animais de todos os grupos de tratamento. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos. B) Nitrato no plasma de animais de todos os grupos de
tratamento. N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre os grupos. C) RXNO no plasma de
animais de todos os grupos de tratamento. Nao foram encontradas diferengas estatisticas entre os
grupos. Dados mostrados como média + SEM (4 a 9 por grupo).
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Figura 11: Medidas de metabdlitos do NO na aorta de animais Sham e Hipertensos tratados com
Atorvastatina e/ou enxaguante bucal obtidos pelo método de quimiluminescéncia através do
0zbnio. A) Nitrito na aorta de animais de todos os grupos de tratamento. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos. B) Nitrato na aorta de animais de todos os grupos de
tratamento. *p<0,05 em relacdo ao grupo Hipertenso+Veiculo, obtidos pelo teste de anova de duas vias
seguida pelo pos teste Tukey, sendo os dois fatores tratamento e doenca. Dados mostrados como

média + SEM (6 a 10 por grupo).
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Figura 12: Medidas de metabdlitos do NO no figado de animais Sham e Hipertensos tratados
com Atorvastatina e/ou enxaguante bucal obtidos pelo método de quimiluminescéncia através
do ozdnio. A) Nitrito no figado de animais de todos os grupos de tratamento. *p<0,05 em relagdo ao
grupo Hipertenso+Veiculo, obtidos pelo teste de anova de duas vias seguida pelo pos teste Tukey,
sendo os dois fatores tratamento e doenga. B) Nitrato no figado de animais de todos os grupos de
tratamento. Ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos. C) RXNO no figado de
animais de todos os grupos de tratamento. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre os
grupos. Dados mostrados como média + SEM (n=5 a 9 por grupo).

Em relagcéo ao estresse oxidativo no plasma, nos grupos hipertensos em que o
enxaguante foi utilizado, houve um aumento significativo na peroxidacao lipidica
(Hipertenso+Veiculo 0,7369uM+0,1075; Hipertenso+Enxaguante 1,699
uM+0,4432; Hipertenso+Enx+Atorva 1,069uM; p<0,05) (F(3,49=5,350; p=0,029)

(Figura 13.A). A hipertenséo e os tratamentos utilizados néo alteraram a atividade
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da XOR no plasma (Figura 13.B). A producdo de superoxido dependente de
NADPH oxidase aumentou na hipertensdo arterial pelo modelo 2R1C
(Sham+Veiculo 97,21RLU/mg +11,15; Hipertenso+Veiculo 319,4 RLU/mg +
24,28; p<0,05) e o tratamento com atorvastatina diminuiu esta producéo
(Hipertenso+Veiculo 319,4 RLU/mg + 24,28; Hipertenso+Atorvastatina 230,3
RLU/mg + 22,12; p<0,05). O tratamento com clorexidina, por sua vez, reverteu o
efeito da atorvastatina (Hipertenso+Atorvastatina 230,3 RLU/mg *= 22,12,
Hipertenso+Enx+Atorva 329,2 RLU/mg + 43,29; p<0,05) (F,44=2,678; p=0,0586)
(Figura 14.A). Para este ensaio, foi realizado um experimento controle com 0s
antioxidantes DPI e Tiron, sendo a producéo de superoxido diminuida com ambas
as drogas nos animais Hipertensos (2R1C 337 RLU/mg +,18,770; 2R1C+DPI
94,33 RLU/mg +£17,41; 2R1C+Tiron 108,5 RLU/mg +24,40; p<0,05) (F,13=12,96;
p=0,0001). validando o ensaio (Figura 14.B). No que se refere a producdo de
superdéxido, in situ na aorta, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre
os grupos (Figura 15). A peroxidacédo lipidica no figado néo foi alterada pela

hipertenséo ou pelos tratamentos realizados (Figura 16).
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Figura 13: Estresse oxidativo no plasma de animais tratados com Atorvastatina e/ou enxaguante
bucal obtido pelo método colorimétrico de detec¢cdo de produtos da peroxidacao lipidica que
sdo reativos ao acido TBA e pela atividade da enzima XOR. A) Concentracdo de MDA no plasma
de animais de todos os grupos de tratamento *p<0,05 em relac@o ao grupo Hipertenso+Veiculo. B)
Atividade da XOR no plasma de animais de todos os grupos de tratamento. N&do foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos. Dados mostrados como média + SEM (n=5 a 10 por grupo).
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Figura 14: Estresse oxidativo na aorta de animais tratados com Atorvastatina e/ou enxaguante
bucal obtido pelo método de quimiluminescéncia da Lucigenina. A) Quimiluminescéncia da
lucigenina na aorta de animais de todos os grupos de tratamento. *p<0,05 em relacdo ao grupo
Hipertenso+Veiculo obtidos pelo teste de anova de duas vias seguida pelo pés teste Tukey, sendo os
dois fatores tratamento e doenca. Dados mostrados como média + SEM (n=4 a 8 por grupo). B)
Experimento controle em animais Sham e Hipertensos, utilizando DPI e Tiron como inibidores de
estresse oxidativo. *p<0,05 em relacdo ao grupo Controle. Dados mostrados como média + SEM (n=3
a 4 por grupo).
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Figura 15: Estresse oxidativo na aorta de animais tratados com Atorvastatina e/ou enxaguante
bucal obtido pelamedida de superéxido através da fluorescéncia do DHE. N&o foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos. Dados mostrados como média + SEM (n=4 a 6 por grupo).
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Figura 16: Estresse oxidativo no figado de animais tratados com Atorvastatina e/ou enxaguante
bucal obtido pelo método colorimétrico de detecgédo de produtos da peroxidagéo lipidica que
sdo reativos ao acido TBA. N&o foram encontradas diferencgas estatisticas entre os grupos. Dados

mostrados como média + SEM (n=6 a 10 por grupo).
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6. Discussao

Nosso estudo foi o primeiro a demonstrar que o ciclo éntero salivar do
nitrato € importante para os efeitos anti-hipertensivos, de melhora na funcao
vascular, de aumento nos metabdlitos do NO, além de efeitos antioxidantes
exercidos pela atorvastatina. Desta forma, se torna claro que pelo menos parte
dos efeitos benéficos desta droga na hipertensao arterial se devem a sua
capacidade de aumentar a disponibilidade de 6xido nitrico, favorecendo a via
nitrato-nitrito-NO.

Ja foram identificados efeitos benéficos da Atorvastatina em diversas
situacOes patologicas, como aterosclerose, hipertenséo, diabetes, infarto e até
mesmo cancer e sepse (GHASEMI et al., 2019; KRYSIAK et al., 2010;
PROFUMO et al., 2014; SAREN; YI; GONG, 2018). Além dos seus efeitos
classicos de diminuicdo dos niveis de colesterol, as estatinas tém um
importante efeito na reducdo do estresse oxidativo, na inflamacédo vascular,
além de diminuicdo do remodelamento vascular e cardiaco observado nessas
doencas (MOSE et al., 2013). E conhecido que elas atuam no aumento da
expressdo de fatores de crescimento, ativando vias como a da PI3K/Akt,
aumentando a producdo de NO por uma regulagcédo positiva ha expressao da
eNOS, além de atuar na diminuicdo do superdxido em células endoteliais
(ZHANG et al., 2016).

Considerando os efeitos benéficos da atorvastatina em fatores que
fazem parte do estabelecimento e progresséo da hipertensao arterial e o fato
de uma parcela consideravel de pacientes ainda ser refratario ao tratamento
com os anti-hipertensivos disponiveis, sdo de extrema importancia estudos que

corroborem a ideia de que a atorvastatina exerce efeitos anti-hipertensivos e
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gue busquem explicar por quais mecanismos isso acontece. Em nosso
trabalho, o tratamento com atorvastatina na dose de 50 mg/kg diminuiu a
pressao arterial sistolica de ratos hipertensos 2R1C, melhorando também a
funcao vascular dependente do endotélio desses animais, aumentando o efeito
maximo de relaxamento a Acetilcolina. De maneira semelhante, outros estudos
mostram efeitos benéficos da atorvastatina na hipertensdo. Quando utilizada
em dose Unica, esta teve efeitos benéficos na resisténcia vascular periférica,
melhorando a resposta a substancias vasodilatadoras em individuos
hipertensos do sexo masculino (SALUVEER et al., 2013). Em outro estudo, um
tratamento de 26 semanas foi capaz de diminuir a velocidade da onda de pulso
(VOP), melhorando a rigidez da aorta e diminuindo a pressao arterial em
pacientes hipertensos (KANAKI et al., 2013). Um estudo recente, que tratou
individuos com hipertenséo e dislipidemia em um esquema de dose fixa de
associacdo entre amlodipina e atorvastatina, mostrou uma diminuicdo na
ocorréncia de acidentes vasculares, como infarto e miocardio e AVC (LIN et al.,
2020).

Em nosso estudo, o enxaguante bucal gerou uma diminui¢cdo de mais de
90% na contagem de bactérias da cavidade oral por unidades formadoras de
colénia em todos 0s grupos em que 0 enxaguante bucal foi utilizado. A
Clorexidina € um enxaguante bucal amplamente utilizado desde a década de
70 e é, conhecidamente, capaz de diminuir a atividade nitrato redutase da
cavidade oral em até 80% por reduzir drasticamente a diversidade da
microbiota desta regido (BESCOS et al., 2020). Apesar de a atividade nitrato
redutase oral ndo ter sido medida, o fato de o enxaguante bucal, aplicado

diariamente nos animais, ter revertido os efeitos anti-hipertensivos e de melhora
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na funcao vascular da atorvastatina, nos sugere que nosso tratamento foi eficaz
em interromper o ciclo éntero salivar do nitrato.

A ruptura do ciclo éntero salivar do nitrato pela utilizacdo de enxaguante
bucal gera uma reducéo na conversdo de nitrato a nitrito na cavidade oral, 0
gue pode resultar em altera¢cdes no acumulo tecidual desses metabdlitos, que
pode ser prejudicial especialmente em individuos que possuem situactes
patolégicas onde a homeostasia deste ciclo esta alterada, como é o caso da
hipertensédo arterial. A diminuicdo da formacao de nitrito a partir do nitrato
dificulta a conversdo destes em moléculas bioativas como o NO e os
nitrosotiois, visto que o nitrato € uma molécula maior e mais estavel do que o
nitrito. Portanto, este poderia ser um fator agravante da disfuncdo endotelial e
diminuicao da biodisponibilidade de NO observadas na hipertensao.

Em individuos saudaveis e hipertensos, foi observado um aumento na
presséao arterial com a utilizacao de clorexidina, sugerindo que a microbiota oral
pode ter um importante papel na saude cardiovascular (BONDONNO et al.,
2015; KAPIL et al., 2013a). Também j& foi observado uma reverséo dos efeitos
do nitrito, mas n&o do nitrato, com a utilizacdo do enxaguante bucal em ratos
hipertensos 2R1C. Tal efeito foi atribuido a diminuicdo da atividade nitrato
redutase da cavidade oral e consequente reducéo da formacao de nitrosotiois
no estdmago, espécies envolvidas na reducao da pressao arterial ocasionada
pelo nitrito de sédio (PINHEIRO; FERREIRA,; et al., 2016b). Em suma, esses
achados, juntamente com 0s NOSS0S, NOS permitem sugerir que a utilizagao de
enxaguante bucal poderia ser prejudicial a saude cardiovascular,

especialmente em individuos hipertensos.
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Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas estatisticas no que diz
respeito as concentracdes plasmaticas dos metabodlitos de NO nos tecidos
(aorta e figado) foram observados aumentos no nitrato e no nitrito,
respectivamente, ap0s o tratamento com atorvastatina. De fato, em um estudo
do nosso laboratorio, o tratamento com esta droga ja tinha se mostrado eficaz
em aumentar as concentracdes dos metabdlitos do NO (nitrito) na aorta e
também no plasma (GUIMARAES et al., 2013). Também ja foi observado, na
hipercolesterolemia, que a atorvastatina é capaz de inibir a calcificacdo e
aumentar a producdo de O6xido nitrico sintase na valvula aortica
(RAJAMANNAN et al., 2005). E importante ressaltar que, como o nitrito pode
ser oxidado a nitrato, as concentracdes deste podem refletir a absorcdo e o
metabolismo do nitrito por diferentes tecidos, indicando que a atorvastatina
também pode ter sido capaz de alterar os acumulos de nitrito mesmo que estas
alteracdes nado tenham sido detectadas em nosso trabalho.

Nagassaki e colaboradores demonstram que o tratamento com
atorvastatina por duas semanas em individuos com uma mutacao na regido
promotora do gene da eNOS relacionada com uma diminuigéo na transcricdo
génica, resultou em aumento nos niveis plasmaticos de nitrito no sangue total
e uma diminuicdo do estresse oxidativo, sendo que n&do foram observados
guaisquer desses efeitos em individuos que ndo possuiam a mutacéo. Ainda,
0s autores observaram uma correlacdo inversa entre os niveis de nitrito no
sangue total e marcadores de estresse oxidativo (DEZFULIAN; RAAT;
GLADWIN, 2006).

Interessantemente, um estudo realizado em ratos com

hipercolesterolemia demonstrou um aumento na expressao da eNOS diante do
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tratamento dos animais com atorvastatina (YINJUAN et al., 2019). Estes
resultados nos sugerem que, de fato, o tratamento com atorvastatina pode ser
benéfico em situacdes em que ha uma reducéo na producédo de NO, ja que esta
pode restaurar sua biodisponibilidade, seja por aumentar a expressao da eNOS
ou por reduzir o estresse oxidativo, ajudando a explicar nossos achados.

O uso concomitante de enxaguante bucal foi capaz de reverter os
aumentos na concentracdo de nitrato na aorta e de nitrito no figado causados
pelo tratamento com atorvastatina nos animais hipertensos. Os niveis
plasmaticos e teciduais de nitrato e nitrito podem refletir a atividade da eNOS
e, consequentemente, a biodisponibilidade de NO, sendo o nitrato o metabdlito
mais estavel (KLEINBONGARD et al., 2003). Isto nos sugere que a clorexidina,
de fato, reverte o aumento na biodisponibilidade de éxido nitrico causada pelo
tratamento com atorvastatina, mostrando a importancia deste aumento para a
manutencdo dos efeitos anti-hipertensivos e vasculares causados pelo
tratamento com este farmaco. Nao foram encontradas diferencas no nitrato,
nitrito ou RXNO diante do tratamento com atorvastatina em animais Sham.
Estes achados sdo esperados, ja que foi observado em outros estudos do
NOSSO grupo que a suplementacdo na auséncia de doenca usualmente nao
gera um aumento na producdo de NO (BATISTA et al., 2021; PINHEIRO;
FERREIRA; et al., 2016b). Nao foram encontradas diferengas estatisticas em
relacdo as concentracdes de nitrosotiois mediante nenhum tratamento
utilizado.

O estresse oxidativo e aumento da producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), em especial o superoxido, participam do estabelecimento da

disfuncéo endotelial e do remodelamento vascular observados na hipertensao
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arterial (BOGER et al., 2018; RIZZI et al., 2009). O aumento na producdo de
superoéxido por enzimas como a NADPH oxidase e a XOR gera um sequestro
de 6xido nitrico para a formacéao de peroxinitrito (SESSA et al., 2012). Em nosso
estudo, o tratamento com atorvastatina, por aumentar o nitrato no vaso pode
estimular a formacéo enddgena de NO, prevenindo a inativacdo do mesmo pelo
superoxido e por outras EROs. Além disso, ja foi observado que o nitrito,
aumenta o acumulo do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) no
nucleo, promovendo a transcricdo de enzimas antioxidantes como a superoxido
dismutase-1 (SOD1), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPX) e a
tiorredoxina-1 (TRDX-1) e -2 (TRDX-2) (AMARAL et al., 2019). Outro estudo
gue corrobora estes achados demonstrou um aumento da atividade da enzima
SOD nos eritrécitos de animais hipertensos tratados com nitrito
(MONTENEGRO et al., 2012). Apesar de nao termos demonstrado com nossos
experimentos, é possivel sugerir que a atorvastatina ao aumentar metabolitos
do NO (como o nitrato na aorta) poderia promover a ativacado do nrf 2 e a
transcricdo de enzimas antioxidantes como as citadas anteriormente. Nesse
sentido, 0 enxaguante bucal pode ter revertido os efeitos antioxidantes da
atorvastatina por diminuir a formacdo dos metabdlitos do NO e
consequentemente destes agentes antioxidantes.

No que se refere ao estresse oxidativo no plasma, foi interessante
observar que a peroxidacao lipidica aumentou apenas nos animais hipertensos
tratados com enxaguante bucal e que mesmo no grupo em que houve o
tratamento concomitante com atorvastatina, esse aumento ainda foi observado.
Este € um dado importante que nos sugere que, de fato, pode haver aumento

da disfuncédo endotelial e, consequentemente, de riscos cardiovasculares em
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individuos hipertensos que fazem uso do enxaguante bucal e que drogas que
aumentam a disponibilidade de NO podem néo ser capazes de reverter estes
efeitos deletérios. Estes dados também corroboram a importancia da
manutenc¢ao do ciclo éntero salivar do nitrato para a saude cardiovascular.

Na aorta, como esperado, foi encontrado um aumento no estresse
oxidativo na hipertensao arterial 2R1C, como ja demonstrado em varios outros
estudos (BATISTA et al., 2021; MONTENEGRO et al., 2011). A atorvastatina
foi capaz de diminuir o superoxido produzido pela NADPH oxidase medido pelo
meétodo da lucigenina. De maneira semelhante, estudos realizados em modelos
in vitro e in vivo que mimetizam uma situacdo de hipercolesterolemia,
observaram uma regulacdo negativa na atividade da NADPH oxidase,
acompanhada de inibicdo da agregacao plaquetaria diante do tratamento com
atorvastatina (MOSCARDO et al., 2013; PIGNATELLI et al., 2011). A regulacdo
negativa que a atorvastatina exerce na atividade da NADPH oxidase pode estar
relacionada também a sua capacidade de aumentar as concentracfes dos
metabdlitos do NO, ja que este efeito é abolido com a utilizacdo de enxaguante
bucal e que ja foi demonstrado que o nitrito € capaz de reduzir a atividade da
NADPH oxidase (GAJOS-DRAUS; DUDA; BERESEWICZ, 2021;
MONTENEGRO etal., 2011). No que diz respeito ao superoéxido, in situ, medido
pelo método do DHE, ndo foram encontradas diferencgas estatisticas entre os
grupos. Também néao foram encontradas diferencas estatisticas no que diz
respeito ao estresse oxidativo medido pela XOR no plasma ou pelo TBARS no
figado.

O uso do enxaguante bucal foi capaz de reverter os efeitos da

atorvastatina na diminuicdo do superdxido oriundo da NADPH oxidase,
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indicando efeitos deletérios da clorexidina no sentido de bloquear efeitos
antioxidantes de drogas anti-hipertensivas, provavelmente por causar
diminuicdo da conversdo de nitrato a nitrito por interrupcdo do ciclo éntero
salivar e bloquear os efeitos antioxidantes destes anions. N0OSSO grupo ja
encontrou resultado semelhante, onde o uso de enxaguante bucal reverteu o
efeito antioxidante da L-arginina no modelo de hipertensdo 2R1C (BATISTA et
al., 2021).

Em suma, nosso estudo demonstrou um importante efeito anti-
hipertensivo e de melhora na funcdo vascular da atorvastatina. Acreditamos
gue este efeito possa ser mediado pela ja conhecida regulacdo positiva na
atividade da eNOS, levando ao aumento da disponibilidade de NO e de seus
metabdlitos nitrato e nitrito na aorta e no figado. Além disso, observou-se
efeitos antioxidantes na aorta possivelmente mediados pela também ja
conhecida regulagéo negativa da NADPH oxidase pela atorvastatina. Todos
esses efeitos benéficos foram revertidos pelo tratamento concomitante com a
clorexidina, sugerindo que pelo menos parte deles se devam a conversao de
nitrato a nitrito na cavidade oral e manutencao do ciclo éntero salivar do nitrato.

J& que tanto a acdo antioxidante da atorvastatina quanto a acao na
expressao da eNOS culminam no aumento da disponibilidade de NO e de seus
metabdlitos, acreditamos que este seja o efetor da resposta anti-hipertensiva e
de melhora na funcéo vascular exercida por essa droga. Faz sentido, portanto,
gue a interrupcao do ciclo éntero salivar, que diminui a formacéo de nitrito e

consequentemente de NO e espécies relacionadas tenha abolido estes efeitos.
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7. Conclusao

A atorvastatina exerceu efeitos anti-hipertensivos, melhorou a funcao
vascular, aumentou as concentracfes de metabdlitos do NO (nitrato e nitrito),
e diminuiu a producéo de superéxido dependente da NADPH oxidase, sendo
gue o uso concomitante de enxaguante bucal foi capaz de reverter estes
efeitos. Portanto, € possivel sugerir que os efeitos anti-hipertensivos da
atorvastatina se devam, pelo menos em parte, a sua capacidade de aumentar
a disponibilidade de NO, seja por interferir na atividade da eNOS ou por exercer
efeitos antioxidantes, ja que todos os efeitos benéficos foram abolidos pela
utilizacdo concomitante com o enxaguante bucal clorexidina. Nesse sentido, a
manutenc¢ao do ciclo éntero salivar do nitrato e sustentacao da via nitrato-nitrito-
NO séo cruciais para que a atorvastatina exerca seus efeitos na hipertensao

arterial.
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