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Resumo

Fundamento: O éxido nitrico (NO) tem sido amplamente associado com protecao cardiovascular através de melhoria
da funcao endotelial. Recentemente, novas evidéncias sobre a modulacao do NO na liberacao de microRNAs (miRs)
tém sido relatadas, o que poderia estar envolvido com efeitos pleiotropicos dependentes de estatinas, incluindo
propriedades anti-inflamatérias relacionadas com a funcao do endotélio vascular.

Objetivos: Avaliar os efeitos dos medicamentos redutores de colesterol, incluindo os inibidores da sintese de colesterol,
atorvastatina e sinvastatina, e o inibidor da absorcao de colesterol, ezetimiba, na liberacao de NO, expressao do mRNA
do NOS3 e miRs potencialmente envolvidos na biodisponibilidade do NO.

Métodos: Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram expostas a atorvastatina, sinvastatina ou ezetimiba
(0 a 5,0 uM). As células foram submetidas a extracao do RNA total e quantificacao relativa de mRNA do NOS3 e dos
miRs-221,-222 e -1303 por qPCR. A liberagcao de NO foi medida em sobrenadantes por ozonio-quimioluminescéncia.

Resultados: Ambas as estatinas aumentaram os niveis de NO e a expressao do mRNA do NOS3, mas nenhum efeito foi
observado em relagao ao tratamento com ezetimiba. A atorvastatina, sinvastatina e ezetimiba regularam negativamente
a expressao do miR-221, enquanto que o miR-222 reduziu somente apés o tratamento com atorvastatina. A magnitude
da reducao de miR-221 e miR-222 apés tratamento com estatinas correlacionou com o incremento nos niveis de mRNA
do NOS3. Nenhuma influéncia foi observada sobre a expressao do miR-1303 apés os tratamentos.

Conclusao: A liberacao de NO pelas células endoteliais é aumentada por estatinas, mas nao pelo inibidor da absorcao de
colesterol ezetimiba. Nossos resultados fornecem novas evidéncias sobre a participacao dos miRs regulatérios 221/222 na
liberacao de NO mediada por estatinas. Embora a ezetimiba nao tenha modulado os niveis de NO, a regulacao negativa do
miR-221 poderia envolver efeitos potenciais sobre a funcao endotelial. (Arq Bras Cardiol. 2015; 104(3):195-201)
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Abstract

Background: Nitric oxide (NO) has been largely associated with cardiovascular protection through improvement of endothelial function.
Recently, new evidence about modulation of NO release by microRNAs (miRs) has been reported, which could be involved with statin-dependent
pleiotropic effects, including anti-inflammatory properties related to vascular endothelium function.

Objectives: To evaluate the effects of cholesterol-lowering drugs including the inhibitors of cholesterol synthesis, atorvastatin and simvastatin,
and the inhibitor of cholesterol absorption ezetimibe on NO release, NOS3 mRNA expression and miRs potentially involved in NO bioavailability.

Methods: Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were exposed to atorvastatin, simvastatin or ezetimibe (0 to 5.0 uM). Cells were
submitted to total RNA extraction and relative quantification of NOS3 mRNA and miRs -221, -222 and -1303 by qPCR. NO release was
measured in supernatants by ozone-chemiluminescence.

Results: Both statins increased NO levels and NOS3 mRNA expression but no influence was observed for ezetimibe treatment. Atorvastatin,
simvastatin and ezetimibe down-regulated the expression of miR-221, whereas miR-222 was reduced only after the atorvastatin treatment.
The magnitude of the reduction of miR-221 and miR-222 after treatment with statins correlated with the increment in NOS3 mRNA levels.
No influence was observed on the miR-1303 expression after treatments.

Conclusion: NO release in endothelial cells is increased by statins but not by the inhibitor of cholesterol absorption, ezetimibe. Our results provide new
evidence about the participation of regulatory miRs 221/222 on NO release induction mediated by statins. Although ezetimibe did not modulate NO
levels, the down-regulation of miR-221 could involve potential effects on endothelial function. (Arq Bras Cardiol. 2015; 104(3):195-201)
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Introducao

A dislipidemia é um fator-chave na patogénese da
aterosclerose através da relacao entre o excesso de colesterol
e a composigao de lipidios da placa. O contetido de colesterol
estd associado com o processo inflamatério através da
modulagdo de citocinas inflamatdrias, moléculas de adesao
e outras moléculas relacionadas com a funcao endotelial na
aterosclerose precoce’.

O o6xido nitrico (NO) tem sido amplamente associado
com protegao cardiovascular através da melhoria da
funcao endotelial>?. Varios mecanismos tém sido descritos
como reguladores da expressdo da sintase do oxido nitrico
endoletial (eNOS) e liberagao de NO no endotélio, incluindo
a regulagao transcricional e poés-transcricional do gene
que codifica a eNOS (NOS3), assim como modificagoes
pos-translacionais*®. A regulagao p6s-transcricional mediada
por pequenos RNAs ndo codificantes demonstrou também
ter participagdo neste processo e, desta forma, novas
evidéncias sobre a modulacdo do NO por micro-RNAs
(miRs) tém sido relatadas. Um exemplo de regulagdo de NO
mediada por miRs é observado com os miRs-221/222 que
foram relacionados a reducao do mRNA do NOS3 e reducao
da liberagdo do NO pelas células endoteliais®.

Terapias para reduzir o colesterol tém sido em grande
parte relacionadas com redugdo do risco de doengas
cardiovasculares. Entre elas, as estatinas sao reconhecidas
como os principais medicamentos para reduzir o colesterol,
diminuindo o conteddo de colesterol através da inibicao da
3-hidroxi-3-metilglutaril CoA redutase (HMG-CoA redutase),
uma enzima com fungao-chave na biossintese do colesterol
endégeno’. Por outro lado, a ezetimiba também reduz o
contetido de colesterol interagindo com o Niemann-Pick
Cl-like 1 (NPC1L1), o que resulta em uma absorgao
reduzida de colesterol®. Além disto, uma série de efeitos
pleiotrépicos foram descritos com a terapia com estatina,
incluindo propriedades anti-inflamatérias relacionadas com
a funcao do endotélio vascular®. Os mecanismos moleculares
envolvidos nos efeitos anti-inflamatérios da estatina, e se estes
sao dependentes da redugdao do colesterol intracelular, sao
fatos ainda controversos.

Neste estudo, nds analisamos os efeitos dos medicamentos
redutores de colesterol, incluindo os inibidores da sintese
do colesterol, atorvastatina e sinvastatina, e do inibidor
da absorgdo do colesterol ezetimiba na liberacao de
NO, expressao do mRNA do NOS3 e seus efeitos sobre a
expressao de miRs relacionados com a modulagao do mRNA
do NOS3: miR-221, miR-222, bem como o0 miR-1303, um
miR previsto por ferramentas de que tem interagdo com o
mRNA do NOS3.

Métodos

Cultura de células, tratamentos e analise da viabilidade
celular

Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEQC)
foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro fetal bovino, 44 mmol/L de bicarbonato

de s6dio, 100 ug/mL de estreptomicina e 100 U/mL de
penicilina. As células foram cultivadas a 37°C em uma
atmosfera umidificada contendo 5% de CO,,.

Entre a quarta e a oitava passagem, as células foram
tratadas com atorvastatina (gentilmente fornecida pela Pfizer
Pharmaceuticals Ltd., Guarulhos, SP, Brasil), sinvastatina
(Sigma, St Louis, MO, EUA) ou ezetimiba (gentilmente cedida
pela Merck/Schering-Plough, NJ, EUA). A atorvastatina foi
dissolvida em metanol, enquanto que a sinvastatina e a
ezetimiba foram dissolvidas em etanol. A sinvastatina foi
ativada pela incubagao com 0.1N de solugdo de NaOH a
50°C durante 2 h, seguida de neutralizagao em pH 7,0 e
ajuste da concentragdo para 5,6 mM. A concentragao final
de metanol ou etanol no meio de cultura nao excedeu 0,1%
e 0,2%, respectivamente.

A toxicidade dos medicamentos foi avaliada pela medida
da porcentagem de células com perda de integridade de
membrana e fragmentagdo de DNA. Sobre a integridade
de membrana, as células (5 x 10°) foram tratadas com
cada medicamento e a porcentagem de células viaveis foi
determinada por citometria de fluxo utilizando solucao de
iodeto de propidio (50 mg/mL em solugao salina tamponada
com fosfato), que intercala com o DNA e é incapaz de
passar através de membranas intactas. Para o ensaio de
fragmentacao de DNA, a porcentagem de DNA fragmentado
foi detectada por citometria de fluxo ap6s as células (5 x 10°)
serem incubadas durante 2 h com uma solugao hipotonica
(citrato de sodio a 0,1% e Triton X-100 a 0,1%) contendo
50 mg/mL de iodeto de propidio.

Células (em nimero de 10.000) foram analisadas por
citometria de fluxo (FACSCanto I, Becton Dickinson,
San Jose, CA, EUA). A fluorescéncia vermelha (iodeto de
propidio) foi avaliada usando filtro a585 nm. Os dados foram
adquiridos e analisados com o software FACS/Cell Quest
(Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA).

HUVEC (1,0 x 10° células/mL) foram tratadas com
atorvastatina, sinvastatina ou ezetimiba por 24 h. As células
foram incubadas durante 6 h (18 h apés o inicio do tratamento
com os medicamentos) com 10 ng/mL de TNFa humano
(Invitrogen — Life Technologies, CA, EUA) para estimular
uma resposta inflamatéria, simulando a inflamagao crénica
observada na aterosclerose precoce. Apds incubagbes,
sobrenadantes das culturas celulares foram separados e as
células foram submetidas a extracao do RNA.

Medicao do 6xido nitrico

A concentracao de NO no sobrenadante de HUVEC tratadas
com medicamentos para redugdo do colesterol foi determinada
por ozonio-quimioluminescéncia usando o Sievers NO
Analyzer 280 (GE Analytical Instruments, CO, EUA).

Isolamento de RNA total

A extracdo do RNA das HUVEC foi realizada utilizando o
kit de isolamento mirVana miRNA (Ambion Inc., TX, EUA),
que separa o RNA total, incluindo a fracdo de miRNA,
de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. A
concentracao de RNA foi medida por espectrofotometria
usando NanoDrop® (NanoDrop Technologies Inc., DE,
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EUA) e a integridade do RNA foi ainda avaliada usando
o Bioanalyzer®2100 (Agilent Technologies, CA, EUA).
Amostras com nimero de integridade do RNA (NIR)
inferior a 5 ndo foram utilizadas para os experimentos
com mRNA.

Quantificacdo do mRNA do NOS3

O cDNA para a quantificagdo relativa do NOS3
(NM_000603.4) foi produzido a partir de 1 ug de RNA total
com Superscript™ Il Reverse Transcriptase (Life Technologies,
CA, EUA). A expressao do mRNA do NOS3 foi medida
por PCR quantitativo (qPCR) em tempo real usando o
sistema SYBR® Green. As sequéncias de iniciadores para
transcrigdo de NOS3 sao descritos da seguinte forma:
direto, 5'-TCCCCCGGGTCCTGTGTATG-3"; e reverso,
5'-TCCATCAGGGCAGCTGCAAA-3". Os ensaios de qPCR
foram realizados em placas de 96 pogos com o 7500 Fast
Real-Time PCR System (Life Technologies, CA, EUA).

Seis genes de referéncia [ubiquitina C (UBC), gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (CAPD), beta-2-microglobulina
(B2M), hipoxantina fosforibosil transferase | (HPRTI),
subunidade A do complexo desidrogenase succinato
(SDHA) e hidroximetilbilano sintase (HMBS)] foram testados
e analisados com o software geNorm' para a escolha do
gene com menor variabilidade para nosso modelo celular
sob cada condicdo experimental. O gene mais estavel
nas condigdes experimentais foi o HMBS, e as sequéncias
de primers utilizadas para este gene endégeno foram as
seguintes: direto, 5'-CGCAATGCCGCTGCAA-3’; e reverso,
5'-GGGTACCCACGCGAATCAC-3'.

Todas as amostras foram analisadas em duplicata.
A quantificagdo relativa da expressao génica foi analisada
com o método comparativo Ct usando a férmula 222" em
células tratadas com o veiculo estimulado por 6 horas com
TNFa (10 ng/mL) como calibrador.

Analise dos microRNAs

Os miR-221 e miR-222 (MI00000298 e MI00000299,
respectivamente) foram selecionados de relatos anteriores
da literatura, enquanto que o miR-1303 (MI0006370) foi
escolhido usando ferramentas de bioinformatica. A analise
preditiva usando TargetScan (www.targetscan.org) mostrou
que o miR-1303 é um miR conservado com um elevado score
para a interagado mRNA-miR (percentil do context score: 99) e
esta previsao foi adicionalmente confirmada usando os bancos
de dados para predicao do miRNA alvo, miRDB (www.mirdb.
org) e Target Miner (www.isical.ac.in/~bioinfo_miu).

A quantificagdo relativa de miR foi realizada por stem
loop TagMan ® RT-qPCR (Life Technologies, CA, EUA).
Primers stem loop especificos foram utilizados para sintetizar
o cDNA a partir de 10 ng de RNA total utilizando o kit de
transcricao de micro-RNA (Life Technologies, CA, EUA).
Ensaios pré-desenhados foram adquiridos da Life Technologies
para realizar a quantificagao relativa usando o RNU24 como
referéncia endégena. O RNU24 foi selecionado como a
referéncia endégena mais estavel entre 4 pequenos RNAs
nucleolares (RNU24, RNU6B, RNU58, RNU44), que foram
avaliados usando o software geNorm'®.
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Analise estatistica

Andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo
do Prism v5.0 para Windows (Graph Pad Software Inc.,
CA, EUA) e SPSS v. 15 para Windows (SPSS Inc., Madrid,
Espanha). Os dados sao apresentados como média = EPM,
e as diferengas entre as médias foram testadas por ANOVA
unidirecional seguida pelo pés-teste de Tukey comparando
cada tratamento com controle. O nivel de significancia
estatistica foi definido para p < 0,05.

Resultados

Ap6s 24 horas de tratamento com estatinas, as HUVEC
apresentaram aumento na perda de integridade da
membrana (11% e 12% para a atorvastatina e sinvastatina,
respectivamente) e aumento na fragmentagao de DNA (31%
e 28% para a atorvastatina e sinvastatina, respectivamente) em
concentragbes iguais ou acima de 10 uM. A viabilidade celular
ndo foi afetada por qualquer tratamento — atorvastatina,
sinvastatina ou ezetimiba — ap6s a exposicao por 24 h de até
5 uM de cada medicamento (dados ndo mostrados).

A estimulagdo da resposta inflamatéria pelo TNFo nao
modificou a expressao do mRNA do NOS3 ou a liberacao de
NO pelas células endoteliais, como observado nas Figuras 1 e 2,
respectivamente. A atorvastatina e a sinvastatina aumentaram
o mRNA do NOS3 a 5 uM apés 24 h (p < 0,05), enquanto
que nenhum efeito no mRNA do NOS3 foi observado para a
ezetimiba (Figura 1). Ambas as estatinas induziram a liberacao
de NO das HUVEC quando incubadas durante 24 h com
5 uM (p < 0,05), enquanto que a ezetimiba ndo modificou a
concentragdo de NO no sobrenadante (Figura 2).

Os efeitos da atorvastatina, sinvastatina e ezetimiba
na expressao de miR-221, miR-222 e miR-1303 sao
mostrados na Figura 3. A atorvastatina reduziu a
expressao do miR-221 em concentragoes de 1 e 5 UM e
a expressao do miR-222 a 5 uM. A sinvastatina regulou
negativamente somente o miR-221 a 5 uM apés 24 h de
tratamento, enquanto que a ezetimiba também reduziu a
expressao do miR-221 a 5 uM. Além disto, a variagao do
miR-221 apds o tratamento com 5 uM de atorvastatina e
sinvastatina correlacionou negativamente com a expressao
do mRNA do NOS3 (r?: -0,989 e 0,915 para atorvastatina
e sinvastatina, respectivamente; p < 0,05; dados nao
apresentados). A magnitude da variagao do NOS3 também
correlacionou negativamente com a mudanga do miR-222
apo6s tratamento com estatina (r: -0,992 e 0,890 para
atorvastatina e sinvastatina, respectivamente; p < 0,05;
dados ndo apresentados). Por outro lado, o miR-1303
ndao mostrou diferengas estatisticas ap6s qualquer um
dos tratamentos.

Discussao

Neste estudo, a inibigdo da sintese do colesterol por
estatinas, mas ndo a inibicao da absorcdo do colesterol
pela ezetimiba, modulou a liberagdo de NO pelas células
endoteliais. Os nossos resultados mostram uma correlagdo
entre a expressao do mRNA do NOS3 e a liberacao de
NO por HUVEC tratadas com estatinas, como observado
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Figura 1 - Influéncia da atorvastatina, sinvastatina e ezetimiba na expressdo do mRNA do NOS3 em HUVEC. As colunas e barras de erro representam a média e o
EPM e foram comparadas com o veiculo de controle estimulado com TNFa [(0 tnf); linha pontilhada)] por ANOVA unidirecional sequida do pos-teste de Tukey. As HUVEC
foram tratadas durante 24 h e estimuladas com TNFa humano (10 ng/mL) 6 h antes da extragdo do RNA. Os dados foram obtidos de 4-6 experimentos independentes
e a expressdo do mRNA foi calculada usando o método do Ct comparativo utilizando-se o HMBS como referéncia enddgena. (*), p < 0,05.
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Figura 2 - Influéncia da atorvastatina, sinvastatina e ezetimiba na liberagdo de NO em HUVEC. As colunas e barras de erro representam a média e EPM e foram comparadas por
ANOVA unidirecional sequida do pos-teste de Tukey. As células HUVEC foram tratadas durante 24 h e estimuladas com TNFa humano [10 ng/mL; 0(tnf)] 6 h antes do isolamento
do sobrenadante para medida do NO. Os dados foram obtidos a partir de 5 experimentos independentes e o NO foi medido por ozénio-quimioluminescéncia. (*), p < 0,05.

anteriormente em culturas de células endoteliais expostas ao
tratamento com fluvastatina®. Além disto, estudos anteriores
também sugeriram que a regulagao da eNOS e a liberagao de
NO por estatinas também sdo dependentes de modificagoes
pos-translacionais. Por exemplo, Aoki e cols.> mostraram
que além da regulacdo positiva do mRNA do NOS3, a
fluvastatina também modifica o padrao de fosforilagdo das
células endoteliais. Uma modificagao pés-translacional
semelhante foi observada em artérias isoladas de ratos tratados
com sinvastatina'®, o que também causou um aumento na
fosforilacdo da eNOS na Ser'"”7através da regulacao da PKB/
Akt, processo que leva a um aumento na atividade enzimatica
e aumento na liberacdo de NO™.

A modulacao do NO por estatinas foi proposta como um
mecanismo central pelo qual estes medicamentos podem
exercer seus efeitos anti-inflamatérios no endotélio vascular.
Devido a esta hipétese, estudos anteriores usando um modelo
animal nocaute para o NOS3 foram realizados para avaliar
se os efeitos pleiotrépicos das estatinas sao dependentes da
modulacao da eNOS. A atorvastatina ndo reduziu a ativacao
NFkB ou o tamanho do infarto em camundongos eNOS™
submetidos a oclusao da artéria corondria em comparagao a
camundongos do tipo selvagem'. De maneira semelhante, a
rosuvastatina ndo atenuou as interagoes leucocito-endotélio
em vénulas peri-intestinais de camundongos eNOS™ "¢,
Estes dados sugerem que os efeitos anti-inflamatérios

observados com as estatinas exigem a liberagao de NO pelo
endotélio vascular; no entanto, dados recentes mostraram
que os efeitos anti-inflamatérios das estatinas estavam
também presentes em animais eNOS deficientes, assim
como em camundongos eNOS tratados com atorvastatina
que apresentaram ativagao plaquetaria semelhante a de
camundongos do tipo selvagem'”.

Apesar dos resultados controversos sobre o papel da
eNOS nos efeitos anti-inflamatérios induzidos por estatinas,
é indubitavel que uma liberagdo aumentada de NO no
endotélio vascular por estes ou outros tratamentos é
benéfica na redugao do risco de doengas cardiovasculares.
O surgimento de novos mecanismos moleculares de
regulacao da expressao de mRNA do NOS3 e a liberacao
do NO, como a regulagao pés-transcricional por miRs, sao
muito interessantes para a compreensao deste processo e
exploragao de novos alvos terapéuticos.

Neste estudo, nds avaliamos o efeito das estatinas —
atorvastatina e sinvastatina — bem como do inibidor de
absorgao de colesterol ezetimiba sobre a expressao de miR-
221, miR-222 e miR-1303. A atorvastatina reduziu a expressao
do miR-221 e miR-222, enquanto que a sinvastatina regulou
negativamente somente o miR-221. Curiosamente, a ezetimiba
também reduziu a expressdao do miR-221, mostrando que a
expressao deste miR poderia ser dependente da regulagao
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Figura 3 - Influéncia da atorvastatina, sinvastatina e ezetimiba na expressdo do miR-221, miR-222 e miR-1303 em HUVEC. As colunas e barras de erro representam a
média e o EPM e foram comparadas com o veiculo de controle estimulado com TNFa (0 tnf; linha pontilhada) por ANOVA unidirecional sequida do pés-teste de Tukey.
As HUVEC foram tratadas durante 24 h e estimuladas com TNFa humano (10 ng/mL) 6 h antes da extragédo do RNA. Os dados foram obtidos a partir de 4 experimentos
independentes e a expresséo do mRNA foi calculada com o método do Ct comparativo utilizando-se o RNU24 como referéncia endégena. (¥), p < 0,05.

do colesterol intracelular, independentemente do mecanismo
pelo qual o conteddo de colesterol é modulado. Por outro
lado, nenhum dos tratamentos modificou a expressao do
miR-1303, demonstrando que a modulagdo do NOS3 e
liberagdo de NO por estatinas nao sao dependentes deste
miR, embora uma interagdo miR:mRNA tenha sido prevista
pelas ferramentas de bioinformética. Uma limitagao do nosso
estudo é que nés focamos apenas sobre os efeitos das terapias
para redugao do colesterol na modulagdo do NO mediada
por miRNA e ndo avaliamos os efeitos dos medicamentos
sobre o nivel de proteina eNOS ou suas modificagoes
pés-transcricionais. Propomos aqui um mecanismo pelo qual
as estatinas contribuem para a modulagao da liberacao do NO
no endotélio vascular. No entanto, este mecanismo deve ser
considerado um de uma série de agdes mediadas por estatinas
para melhorar a fungao endotelial.

Arq Bras Cardiol. 2015; 104(3):195-201

Os miRs-221 e -222 tém demonstrado participagdo na
progressao das doengas cardiovasculares'é, como observado
em lesoes da artéria carétida de rato apds angioplastia nas quais
sua expressao aumentou'®. Da mesma forma, os miRs-221/222
aumentaram em células progenitoras endoteliais de pacientes
com doenca arterial coronariana (DAC), e em pacientes
com 12 meses de tratamento com atorvastatina mas nao
com pravastatina, diminuiu a expressao de miRs-221/2222.
Estes resultados estao de acordo com a reducdo destes miRs
mediada por estatinas em nosso estudo.

Células endoteliais transfectadas com miRs-221/222
mostraram uma reducgao no nivel de proteina eNOS e
liberagao de NO?*'. No entanto, o mecanismo direto pelo
qual estes miRs podem exercer este efeito é desconhecido,
porque nao hd nenhuma regido-alvo para miRs-221/222
na molécula de mRNA do NOS3, gerando uma interacao
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de mRNA:miR de acordo com a andlise preditiva pela
ferramentas de bioinformatica. Portanto, é importante
destacar que a modulagdo da eNOS pelos miRs-221/222
carece de uma explicacdo molecular, embora tenha sido
demonstrada empiricamente. Por outro lado, Liu e cols.
propuseram que os miRs-221/222 poderiam modular a
proliferagdo de células de muisculo liso no endotélio por
visar a p27 (Kip1) e a p57 (Kip2)™. No entanto, nenhuma
relagdo entre 0os miRs-221/222 com a modulacdo do NOS3
e liberacao de NO foi relatada naquele estudo.

Uma importante extensdao do nosso trabalho foi a
avaliagdo do efeito sobre a expressao dos miRs estudados
por um medicamento redutor de colesterol ndo estatina,
a ezetimiba. Embora a maioria dos efeitos benéficos da
ezetimiba em humanos se relacionem a sua capacidade de
reduzir a absor¢ao de colesterol no intestino, a influéncia
desta droga em outros tecidos como o endotélio vascular é
uma questdo importante a ser investigada. Desta forma, a
reducao da expressao do miR-221 poderia ser considerada
um importante indicador de possiveis efeitos pleiotropicos
da terapia com ezetimiba. Um estudo recente também
avaliou o efeito da ezetimiba em um tecido extra-intestinal e
mostrou que a ezetimiba inibe a diferenciagdo de monécito
a macréfago induzida por PMA, e os autores sugeriram que
um dos mecanismos envolvidos neste processo poderia ser
aregulagao dos miRs -155,-222,-424 e-503 pela ezetimiba
neste modelo celular®?. Embora a expressao do miR-222 nao
tenha sido modificada pela ezetimiba em nosso trabalho, as
diferencas nos modelos celulares devem ser consideradas
nesta divergéncia. Além disto, a reducdo da sintese de
isoprenoides por estatinas — descritas como o principal
mecanismo pelo qual estes medicamentos poderiam
exercer seus efeitos anti-inflamatérios® — poderia também
influenciar as diferengas observadas entre os inibidores
da sintese e absorcao de colesterol na modulagdao do
NO endotelial observada neste estudo. Por outro lado,
a reducdo observada do miR-221 sem um incremento
na liberagdo de NO pela ezetimiba levou-nos a pensar
que a reducao deste miR nao é necessariamente o Gnico
mecanismo de modulacdo da via do NO. No entanto, é
possivel propor que o uso da ezetimiba em uma terapia
de combinagao com uma estatina poderia resultar em mais
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beneficios sobre a fungao endotelial; no entanto, outros
estudos sao necessarios para elucidar esta hipétese.

Conclusao

Aregulacao negativa dos miRs-221/222 induzida por estatina
é um nova via potencial pela qual o tratamento para redugao do
colesterol poderia exercer seus efeitos benéficos na liberagao de
NO pelo endotélio humano. Além disto, a redugao observada
do miR-221 pela ezetemiba deve ser investigada no futuro como
uma contribuicao potencial deste farmaco na fungao endotelial,
quando usado em uma terapia de combinagao.
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