MICHIKO REGINA OZAKI

EVOLUCAO E INVOLUCAO DA
ATEROSCLEROSE ESTUDO EXPERIMENTAL
EM COELHOS HIPERCOLESTEROLEMICOS

CAMPINAS
2011



UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Ciéncias Médicas

EVOLUCAO E INVOLUCAO DA
ATEROSCLEROSE ESTUDO EXPERIMENTAL
EM COELHOS HIPERCOLESTEROLEMICOS

Michiko Regina Ozaki

Tese de Doutorado apresentado a Pds-
Graduacdo da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade de Campinas -
UNICAMP para obtengao de titulo de
Doutor em Clinica Médica, Area de
concentracdo em Ciéncias Basicas. Sob
orientacdo do Prof. Dr. Eros Antonio de
Almeida

Campinas, 2011

-11 -



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROSANA EVANGELISTA PODEROSO - CRB8/6652
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Ozaki, Michiko Regina,1962

Oz1e Evolucéo e involugdo da aterosclerose estudo
experimental em coelhos hipercolesterolémicos. /
Michiko Regina Ozaki. -- Campinas, SP :[s.n.], 2011.

Orientador : Eros Antonio de Almeida
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Aterosclerose. 2. Coelhos. 3. Endotélio. 4. Oxido
nitrico. 5. Peroxidagéo lipidica. |. Almeida, Eros
Antonio de. Il. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. lll. Titulo.

Informac&es para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Evolution and involution of atherosclerosis experimental study in
hypercholesterolemic rabbits

Palavra-chave em inglés:
Atherosclerosis

Rabbits

Endothelium

Nitric oxide

Lipid peroxidation

Area de concentragdo: Ciéncias Basicas
Titulagao: Doutor em Clinica Médica
Banca examinadora:

Eros Antonio de Almeida [Orientador]

Luiz Shiguero Matsubara

Marina Politi Okoshi

Marcia Marilia Fagian

Sandra Helena Alves Bonon

Data da defesa: 16-06-2011

Programa de Pos-Graduagio: Faculdade de Ciéncias Médicas



Banca examinadora da tese de Doutorado
Michiko Regina Ozaki

Orientador: Prof. Dr. Eros Antonio de Almeida

Membros:

A< A ALy
/

1. Prof. Dr. Luiz Shiguero Matsubara

- At ~)
2. Prof. Dr’. Marina Politi Okoshi /W ﬁJMZ @M

S

3. Prof?. Dr2. Sandra Helena Alves Bonon \%gé /ﬁﬁd( éWi

4. Profe. Dr?. Marcia Marilia Fagian Mo cva Mg
(

7 -

5. Prof. Dr. Eros Antonio de Almeida = S IEC Q

V /<:*“~=‘

Curso de pos-graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 16/06/2011

- 1ii -



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus pais que,
com sua sabedoria, me deixaram como legado a honestidade,

0 amor e a perseveranga que, sempre orientam minha vida.

- iv -



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus por me dar forcas e sabedoria para transpor os obstdculos da vida e

colocar ao meu lado pessoas iluminadas.

Ao Prof. Dr. Eros Antonio de Almeida meu orientador, pela dedicagdo,

persisténcia, energia e incentivo, que convergiram para o0 meu
desenvolvimento pessoal e profissional, e para a concretizagdo desta

pesquisa.

N\

A Maria Madalena de Abreu Rodrigues, técnica do Laboratorio por toda a
sua dedicagéio e amizade ao longo desses anos.

N\

A camila Tiemi Ozaki, minha filha, que tem sido minha companheira e que
me dd forgas para as minhas realizagées.

AN

A Yaeko Ozaki, que sempre com sua energia, determina¢cdo e coragem,

incentiva-me a caminhar para a frente.

A Sociedade de Cardiologia do Estado de SGo Paulo pela bolsa recebida

N\

A FAEPEX pelo auxilio financeiro recebido.

Ao Prof. Dr. Paulo Afonso Ribeiro Jorge por ter acreditado em mim e ter me

dado uma oportunidade de crescimento profissional.



AGRADECIMENTOS

As prof®. Dr*.

Adriana Zaparolli
Marcia Marilia Fagian
Marina Politi Okoshi

Sandra Helena Alves Bonon

Aos Profs. Drs.

Luis Shiguero Matsubara
Milton Lopes de Souza
Pela valiosa colaboragcdo no fornecimento de informagdes, materiais e pelas

sugestoes que facilitaram a concretizagdo deste trabalho.

As pessoas, que pelo espirito de solidariedade, profissionalismo e apoio,

contribuiram
Gracinda de Lourdes Jorge

Nilza Alzira Batista

Rosana Aparecida Trevisan Pereira
E & todos os colegas e docentes do Nucleo de Medicina e Cirurgia
Experimental que contribuiram para a concretizagéo desse trabalho e me

deram apoio.

Aos coelhos que foram sacrificados em beneficio desta pesquisa.

- Vi -



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ... e e ix
LISTA DE FIGURAS .o e X
LISTA DE TABELAS ..o e e e Xii
RESUMO . ..o e e e e, xiii
A B S T R A T e e e e e e, XV
1. INTRODU(;AO .................................................................................................. 17
1.1 ETIOPATOGENIA DA ATEROSCLEROSE ..., 19
1.2 FUNQAO ENDOTELIAL .o e 22
1.3 ATEROSCLEROSE E LDL OXIDADA ... .o, 24
1.4 FARMACOS REDUTORES DE COLESTEROL .....oeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 26
1.5 ENSAIOS CLINICOS . oo e, 27
1.6 REGRESSAO DA PLACA DE ATEROSCLEROSE: ESTUDOS
EX P ERIMEN T ALS .., 29
2. OBUETIV O ... o e e 32
2.1 OBUETIVO GERAL ... e e 33
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ... .ot 33
3. MATERIAIS E METODOS ..o e e 34
3.1 COLESTEROL PLASMATICOE FRAC}OES .............................................. 37
3.2 QUANTIFICAQAO DO COLESTEROL TECIDUAL ..o 38
3.3 PEROXIDAQAO LIPIDICA . ..o et 38
3.4 FUNCAO ENDOTELIAL ...t 39
B HIS T O L O G A e e e 42
3.6 QUANTIFICAQAO DE ATEROSCLEROSE...... ..o 42
4, RESULT AD O S ... o e e 44
4.1 PESO DOS ANIMALS ..o, 45
4.1 LIPIDES PLASMATICOS .. ..o et 47
4.1.1 ColeSterol total ..o 47
4.1.2 LDL-COlESIEION ... 47
4.1.3 HDL-COIESIEION ... e, 48
o I Ny o o= T [ SRR 49



4.2 COLESTEROL TECIDUAL ...ttt 50

4.3 PEROXIDACAO LIPIDICA TECIDUAL ..o, 51
4.4 QUANTIDADE DE ATEROSCLEROSE NA AORTA ...ooiiiiiiiieiieeiiiiiieieene 52
4.4.1 Macroscopia e microscopia da aora..........cccceeeeeeeeeeeeiiiiiiiiee e 53

4.5 FUNCAO ENDOTELIAL ....oooueeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
B DISCUSSAOD ...ttt ettt 59
(7 o< 0]\ [of U -7 Y o LSRR 70
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........c.ooiiieeeeeeeee e, 72
ANEXOS ... e e e e e e e e e e e e rraraaeeaeaaan 83

- viil -



LISTA DE ABREVIATURAS

AHA
ApoA1
Ach
CETP
EDCF(s)
EDHF(s)
EDRF(s)
EDTA
GMPc

HDL-c

HMGCoA

LDL-c
LDL-ox
MDA
NaDH
NE

NO

(P
TBA

TCA

- American Heart Association

- Apoproteina 1

- Acetilcolina

- Proteina transportadora de éster de colesterol
- Fatores constritores derivados do endotélio

- Fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio
- Fatores relaxantes derivados do endotélio

- Acido etileno diamino tetraacético

- Guanilato ciclase

- Lipoproteinas de alta densidade

- 3-Hidroxi-Metil-Glutaril coenzima A

- Lipoproteinas de baixa densidade

- Lipoprotéina de baixa densidade oxidada

- Malondialdeido

- Nicotinamida adenina dinucleotideo

- Noradrenalina

- Oxido nitrico

- Anion superéxido

- Acido tiobarbitarico

- Acido tricoloroacético

-1X -



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema demonstrando divisdo dos grupos, tratamento e
tempo de duragao de Cada grUPO.........uiiee e e e 37

Figura 2. Segmento da aorta suspensa em cuba com solugdo de Krebs
Henseleit € aerado com carbOgENIo. ...........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiii s 40

Figura 3. Registro das curvas de concentracéo-efeito com aceticolina e
NItroprussiato de SOIO. ........ooiiiiiiiieeie e 41

Figura 4. Representagcdo esquematica da curva de concentracao-efeito
com acetilcolina em endotélio integro e lesado. ..........cccoeeeiiiiiiiiiiiiiiee, 41

Figura 5. Colesterol total nos 6 grupos: Os valores sdo expressos como
média e desvio padrdo, considerando-se *p<0,05 em relagdo a G1, °
p<0,05 em relacdo a G2 e & p<0,05 em relacd0 @ G3.......ccoveveeeeeeeeeeeeeeeeesen, 47

Figura 6. LDL-c nos 6 grupos: Os valores sdo expressos em media e
desvio padrdo, considerando-se *p<0,05 em relacdo a G1, ° p<0,05 em
relacdo a G2 e & p<0,05 €M relaGao @ G3.....ooveueeveeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeee e, 48

Figura 7. HDL-c nos 6 grupos: Os valores sao expressos em média e
desvio padrdo, considerando-se *p<0,05 em relacdo a G1, ° p<0,05 em
relacdo a G2 e % p<0,05 em relagaio @ G3......cvoveeveeeeeeeeeeeeeee e, 49

Figura 8. Triglicérides nos 6 grupos: Os valores sao expressos em média
e desvio padrdo, considerando-se *p<0,05 em relagédo a G1, ° p<0,05 em
relacdo a G2 e % p<0,05 em relagaio @ G3......oveveeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e, 50

Figura 9. Colesterol tecidual nos 6 grupos: Os valores sd0 expressos
como média e desvio padrao. Considerando-se *p<0,05 em relacédo a G1,
° p<0,05 em relagdo a G2 e & p<0,05 em relagdo @ G3. ...ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 51

Figura 10. Peroxidacéao lipidica nos 6 grupos: Os valores sdo expressos
como média e desvio padréo, considerando-se *p<0,05 em relagdo a G1, °
p<0,05 em relacdo a G2 e ¥ p<0,05 em relacd0 @ G3.........coveveveeeeeeeeeeeeeeeereen, 52



Figura 11. Quantificagdo da aterosclerose nos 6 grupos: Os valores sao
expressos como média e desvio padrao, considerando-se *p<0,05 em

relagdo a G1, ° p<0,05 em relacéo a G2 e & p<0,05 em relacdo a G3................... 53

Figura 12. Macroscopia das aortas nos grupos 1 a 6, coradas com Sudam
IV vistas pela superficie intimal, demonstrando a aterosclerose, em menor

g1 (= g T (o F=To [=N o To e U] o TN PP

Figura 13. Microscopia das aortas nos grupos 1 a 6, aumento 2,5x,
coradas pela Hematoxilina/Eosina, demonstrando o espessamento intimal,
secundario a aterosclerose, salientando o menor grau de acometimento no

o BT oo X G U

Figura 14. Microscopia das aortas nos grupos 1-6, aumento 10x, coradas
pela Hematoxilina/Eosina, demonstrando o0 espessamento intimal,
secundario a aterosclerose, salientando a constituicdo da placa, na qual
predomina colesterol extracelular nos grupos 2, 4 e 5. Nos grupos 3 € 6 ja

ocorre a presenga de tecido COIAgENO. ......cccoeviiiiiiiiiiie e

Figura 15. Resultados da funcdo endotelial nos 6 grupos, considerando
*p<0,05 em relagdo a G1, ° p<0,05 em relagdo a G2 e * p<0,05 em

(=1 == Lo 2= TN € X TSN

Figura 16. Resultados da ag&o do nitroprussiato de sodio. Demonstrando

que nao houve diferencga significativa entre os grupos (p > 0,05). ........ccceeeeeeee.

-Xi -

... 54

... 95

... 56

... 58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resultados dos parametros bioquimicos estudados nos grupos
G1 aG6 (MEAIAs EDP). ... e e 46

Tabela 2. Resultados dos parametros teciduais nos Grupos G1a G6 ................. 46

- Xil -



RESUMO

A regressao da aterosclerose é ainda um campo muito amplo a ser pesquisado,
com mecanismos a serem desvendados, sendo o coelho um animal utilizado
internacionalmente para fins de pesquisa, nesta area. Este trabalho foi realizado
com objetivo de verificar a evolugdo e involugdo da aterosclerose em coelhos
hipercolesterolémicos e sua relacdo com a fungao endotelial, lipides plasmaticos,
colesterol e peroxidacao tecidual e quantificacdo de aterosclerose. Foram
utilizados 30 coelhos da raga Nova Zelandia, com peso inicial de 3,0 a 3,5 kg e
divididos em 6 grupos (n=5): G1 - animais ndo hipercolesterolémicos; G2 - animais
hipercolesterolémicos; G3 - animais hipercolesterolémicos, seguidos por 4 meses
de dieta nao hipercolesterolémica; G4 - animais hipercolesterolémicos, seguidos
por 1 més de dieta ndo hipercolesterolémica e tratamento com rosuvastatina
(5,0mg/animal/dia); G5 - animais hipercolesterolémicos, seguidos por 2 meses de
dieta n&o hipercolesterolémica e tratamento com rosuvastatina (5,0mg/animal/dia);
G6 - animais hipercolesterolémicos, seguidos por 4 meses de dieta nao
hipercolesterolémica e tratamento com rosuvastatina. (5,0mg/animal/dia). Sendo
que o0s animais dos grupos G2 a G6 foram alimentados com dieta
hipercolesterolémica composta de colesterol a 0,5% e 10% de gordura de coco
por um periodo de 4 meses. Ao final do experimento foram dosados no plasma:
colesterol total, triglicérides e HDL-c. A LDL-c foi estimada através da férmula de
Friedwald. Em segmentos de aorta, dosou-se colesterol e MDA, assim como foi
medida a fungdo endotelial utilizando-se de curvas de concentragao/efeito com
acetilcolina. A quantificagcao de aterosclerose foi verificada macroscopicamente na
aorta corada pelo sudam IV, e microscopicamente em fragmentos corados com
hematoxilina-eosina e estudados por microscopia Optica. A quantificacdo foi
realizada por software especifico. Os valores do colesterol total, LDL-c, HDL-c,
triglicérides, colesterol e peroxidagao teciduais, nos diferentes grupos de animais,
foram examinados por teste estatistico ndo paramétrico de Kruskall-Walls, seguido
do teste de comparagao multipla de Dunn. As curvas que expressam a fungao

endotelial foram comparadas por analise de variancia (ANOVA) para medidas
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repetidas. Considerando-se valores significativos “p”<0,05. Os parametros, tanto
bioquimicos, quanto teciduais estiveram aumentados no G2 em relacdo ao G1. A
suspensdo da dieta hipercolesterolémica ndo foi suficiente para retornar os
parametros teciduais aos do grupo G1. Os grupos tratados com rosuvastatina G4,
G5 e G6, tiveram os lipides plasmaticos diminuidos significativamente; porém, em
relagdo ao colesterol e peroxidagao teciduais apenas nos animais do G6 ocorreu
diminuicao significativa. Em relagdo a fungcédo endotelial, somente, os animais do
grupo G6 apresentaram melhora significativa. Apenas a suspensao da dieta ndo
foi eficiente para melhorar os valores teciduais do colesterol, peroxidacao lipidica,
fungcdo endotelial e involuir a aterosclerose. O tratamento prolongado com
rosuvastatina, além da suspensdo da dieta hipercolesterolémica, diminuiu o
colesterol e peroxidacao lipidica teciduais, melhorou a fungcao endotelial e produziu

involugao da aterosclerose.

Palavras-Chave: Aterosclerose, Coelhos, Endotélio, Oxido nitrico, Peroxidacdo

lipidica.
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ABSTRACT

Regression of atherosclerosis is still a very broad field to be searched, with
mechanisms to be explored, the rabbit is an animal used internationally for
research in this area. This work was carried out aiming at checking the progress
and regression of atherosclerosis in hypercholesterolemic rabbits and its relation to
endothelial function, lipid peroxidation and plasma and tissue. We used 30 New
Zealand white rabbits initially weighing 3.0 to 3.5 kg and divided into six groups
(n=5): G1: not hypercholesterolemic animals, G2: hypercholesterolemic animals,
G3: hypercholesterolemic animals, followed by four months of not
hypercholesterolemic diet; G4: hypercholesterolemic rats, followed by a month of
not hypercholesterolemic diet and treatment with rosuvastatin (5.0mg/animal/day),
G5: hypercholesterolemic rabbits, followed by two months of diet does not
hypercholesterolemic and treatment with rosuvastatin (5.0mg/animal/day) G6:
hypercholesterolemic animals, followed by four months of diet does not
hypercholesterolemic and treatment with rosuvastatin. (5.0mg/animal/day). The
animals in groups G2 to G6 were fed a hypercholesterolemic diet composed by
0.5% cholesterol and 10% coconut oil for a period of four months. At the end of the
experiment were measured in plasma: total cholesterol, triglycerides and HDL-C.
The LDL-C was estimated by the Friedwald formula. In aortic segments dosed
Ocholesterol and MDA, as well as measured endothelial function through curves of
concentration-effect with acetylcholine. Quantification of atherosclerosis in the
aorta was observed macroscopically stained sudam |V, and microscopic fragments
stained with hematoxylin-eosin and studied by light microscopy. Quantification was
performed by specific software. The values of total cholesterol, LDL-C, HDL-C,
triglycerides, cholesterol and tissue peroxidation in different groups of animals
were examined by nonparametric statistical test Kruskal-Walls, followed by multiple
comparison test of Dunn. The curves expressing endothelial function were
compared by analysis of variance (ANOVA) for repeated measures. Considering
the significant values "p"<0.05. The parameters, both biochemical and tissue were

increased for G2 compared to G1. The suspension of the hypercholesterolemic
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diet was not enough parameters to return the tissue to the G1. The groups treated
with rosuvastatin G4, G5 and G6, plasma lipids were significantly decreased, but in
relation to cholesterol peroxidation and tissue in animals only significant decrease
in the G6. Regarding the endothelial function, only the animals of the G6 group
showed significant improvement. Only the suspension of the diet was not effective
for improving the tissue values of cholesterol, lipid peroxidation, endothelial
function and regress atherosclerosis. Prolonged treatment with rosuvastatin,
besides the suspension of hypercholesterolemic diet decreased cholesterol and
tissue lipid peroxidation, improved endothelial function and produced regression of

atherosclerosis.

Keywords: Atherosclerosis, Rabbits, Endothelium, Nitric oxide, Lipid peroxidation.
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1. INTRODUCAO



Aterosclerose é entendida como uma doenca multifatorial, inflamatéria,
influenciada pela genética do individuo e agravada por fatores externos, como
ingestdo de alimentos ricos em colesterol, tabagismo e sedentarismo, dentre
outros fatores de risco. Forma-se através do acumulo de LDL-c na intima arterial,
onde esta se oxida ao entrar em contato com radicais livres gerados nesse local,
fazendo com que o0s mondcitos migrem para fagocitar as LDL-c e,

consequentemente, formar as células espumosas.

O termo “aterosclerose” foi criado por Marchand, em 1904, que, ao
observar a parede vascular, encontrou a presenca de depésitos de lipideos,
circunscritos, associados a fendmenos de esclerose envolvente. Esta citada entre
as doencas que acometiam os individuos desde épocas antes de Ciristo,
juntamente a lepra e gripe, além de outras. Assim, lesdes aterosclerdticas foram
encontradas em mumias com mais de 3.500 anos, sendo a morte subita citada por
Hipocrates (469-377 a.C). Em 300 a.C a claudicacado intermitente, tipica em
doenca aterosclerdtica, foi documentada por Erasistratos. Em 1575, Fallopius
observou graves achados patolégicos em artérias, que foram caracterizados
como degeneragado dos 0ssos, sugerindo a presenca de lesdes aterosclerédticas
calcificadas. A relagao entre lesbes aterosclerdticas coronarias e os sintomas de
angina foi interpretada como resultado da isquemia do miocardio, em 1809, por

Potain e, em, 1835 foi criado o termo “arteriosclerosis” por Lobstein‘".

Em 1914, Nicholai Anitschkow foi o primeiro a estudar e descrever o papel
do acumulo do colesterol na parede dos vasos para a formagao de aterosclerose.
Até 1946 foi considerada, por muitos pesquisadores, como uma doenca
decorrente da idade e que, por isso, nao havia muito que se fazer ou pesquisar.
No entanto, em 1958, a Organizagao Mundial de Saude definiu a aterosclerose
como uma afecc¢ao na intima das artérias resultante do acumulo focal de lipideos,
hidratos de carbono complexos, sangue e produtos sanguineos, tecido fibroso e
deposito de calcio, acompanhadas de alteracdes na camada média®. A partir de

1969, as pesquisas se intensificaram e demonstraram que o colesterol poderia
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ser reduzido através de mudancas no estilo de vida, e que a aterosclerose poderia

ser interrompida na sua evolugao.

1.1 ETIOPATOGENIA DA ATEROSCLEROSE

A aterosclerose se forma precocemente, originando a placa aterosclerética
posteriormente, e esta € composta por 3 elementos: células (musculo liso,
macrofagos, leucécitos); matriz extracelular e tecido conjuntivo (colageno, fibras
elasticas e proteoglicanas) e depdsito lipidico intra e extracelular. A aterosclerose
é classificada em graus de | a VI, segundo a American Heart Association (AHA).
As lesbes sao evolutivas, considerando-se como iniciais as do tipo | e Il, as

intermediarias do tipo Il e as avancadas de tipos IV a VI®,

As principais caracteristicas das lesées do tipo | sao: lesdes
microscopicas dependentes do acumulo de LDL-c no espaco subendotelial que se
oxidam, sao reconhecidas e fagocitadas por macréfagos, tornando-se as células

espumosas* .

As lesbes do tipo Il apresentam células musculares lisas e pequeno
acumulo de gordura extracelular®. As lesGes do tipo Ill, chamadas de pré-
ateroma, diferem das lesdes tipo Il por possuir maior quantidade de lipideo
extracelular, ocupando parte da matriz de proteoglicanas, formando pequenos
nucleos lipidicos visiveis sem ajuda de microscépio. As lesbées do tipo IV séo
consideradas ateromas por possuirem um nucleo lipidico individualizado, formado
pela fusdo de ilhotas de gordura, tendo um nucleo de centro necroético, além de
macréfagos, gordura livre e grande quantidade de restos celulares®. As lesdes
do tipo V caracterizam-se pela presenca de tecido fibroso envolvendo o nucleo
lipidico e subdivide-se em 3 subtipos: a, b e c. Lesao do tipo Va é denominada
fibroateroma por possuir capa fibrética envolvendo o nucleo lipidico. Leséo do tipo
Vb é denominada de placa calcificada por possuir calcio no componente fibrético

ou mesmo nho nucleo lipidico e a lesédo do tipo Vc é denominada placa fibrética por

Introdugao
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possuir tecido fibrético com auséncia de nucleo Iipidico(6). A placa do tipo VI é
aquela complicada por trombose, fissura, ruptura, hemorragia ou eroséo, sendo a

causa dos eventos isquémicos agudos'”.

As placas ateroscleréticas podem ser divididas e caracterizadas em
estavel, que apresenta uma capa fibrosa espessa possuindo escassas células
inflamatérias e nucleo lipidico menos proeminente; ou instavel, com uma capa
fibrosa fina com atividade inflamatéria intensa e nucleo lipidico proeminente.
Possuem localizagdo difusa, mas encontram-se preferencialmente na aorta
abdominal, nas artérias coronarias, no segmento arterial ileo-femoral popliteo, nas
artérias cardtidas internas e nas artérias cerebrais do poligono de Willis, com
menor acometimento das artérias dos membros superiores, as mesentéricas e

renais.

Entre as varias teorias sobre a aterogénese pode-se citar:

—

teoria da resposta a retencao;

)
2) teoria lipidica;
3) teoria monoclonal;
4) teoria da incrustagao; e

5) teoria da resposta a lesao oxidativa, revistas pormenorizadamente por
Silva®.,
A teoria de resposta a retencdo se baseia na existéncia de areas de
predilecao estrutural e funcionalmente diferente do restante da superficie
endotelial®. Tais regides se caracterizam por ter a intima mais espessa,
conter células mesenquimatosas, musculares lisas indiferenciadas, fibras
elasticas e de colageno!'®. Também, por apresentarem maior
permeabilidade do endotélio para proteinas plasmaticas, como a
albumina, o fibrinogénio e LDL-c, um glicocalix mais fino € por um maior
turnover endotelial. Nesta teoria havia a idéia de auséncia de lesao
endotelial, aparentemente nas fases mais precoces da aterogénese,

postulando que a lesdo endotelial ndo seria um fator essencial para a
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formagao da placa de aterosclerose e sim a retengao de LDL-c na parede

arterial.

Isso ocorreria, devido ao influxo de LDL-c maior que o efluxo dependendo
da lamina elastica interna que aprisiona lipoproteinas e outras macromoléculas,
como os fatores de coagulacédo, dependentes de suas concentragdes no plasma.
Tal retencdo das LDL-c na intima estaria associada a importantes alteragdes na
composi¢cado bioquimica dos elementos da matriz, aumento na concentragdo de
sulfato de condroitin e sulfato de dermatan e uma falta de sulfato de heparan em

relagdo a parede arterial normal".

A teoria da resposta lipidica considera que a continua retengao de lipideos
e lipoproteinas e a sua relagdo com os elementos celulares presentes ou atraidos
para a intima levariam a formacao de células espumosas. Na evolucao das estrias
lipidicas para as formas mais avancadas da placa ocorreria um aumento das
células musculares lisas, se bem que os macréfagos e os linfécitos T, helper ou

supressores/citotdxicos, se encontrariam, também em ndmero significativo!?.

Benditt e Benditt"® propuseram a teoria monoclonal, que admite que as
células musculares lisas, do tecido conjuntivo e outras encontradas normalmente
na parede arterial seriam as mesmas encontradas nas placas de aterosclerose.
Assim, derivaria do mesmo tipo das células normais e que as alteragcdes seriam
decorrentes de transformacdes secundarias a varios estimulos quimicos e até

virais.

Na teoria da incrustagado ou hipétese trombogénica, os macréfagos fazem
o0 caminho inverso e atravessam novamente o endotélio, agora em direcédo ao
lumen. Porém, a capacidade migratoria esta prejudicada, o que deve estimular a
adesao plaquetaria e formar trombos. Mesmo com a capa fibrosa formada, os
monocitos continuam entrando na intima, predominantemente nas bordas da
lesdo, onde a capa nao existe ou é mais fina, expandindo-se perifericamente. As
células espumosas, aprisionadas no centro da lesdo vao degenerando

progressivamente, desenvolvendo-se um grande nucleo necrético que acaba por
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envolver parte da camada média. Menos de metade das placas contém um nucleo
lipidico, que pode representar até 45% da sua constituicdo, fundamentalmente
colesterol, sendo a maioria composta por tecido fibroso duro, denominado de
placas fibrosas. Até esse ponto, pode-se ter complicagbes como angina crénica;
porém, com a formagdo repetida de trombos, apresenta-se o risco de

complicagdes responsaveis pelas sindromes coronarianas agudas.

A teoria da resposta a lesdo oxidativa, ou teoria de Ross, formulada em
1976 e revista em 1986"* ™ considera que uma leséo inicial do endotélio seja o
fato crucial para desencadear todo o processo de aterogénese. A lesdo endotelial
pode acontecer por tensao hemodinamica, tensao de cisalhamento, danos toxicos,
deposicdo de complexos imunes circulantes, infec¢des, radicais livres e dos niveis
aumentados de LDL-c. Quando esses fatores coexistem, atuam sinergisticamente
e multiplicam seus efeitos, amplificando a magnitude da lesao vascular'®. Essa é
a teoria mais aceita e postula que a LDL-c ao penetrar na regiao da intima arterial,
sofre acdo dos macréfagos, células endoteliais e musculares lisas que liberam
enzimas e outras substancias com o intuito protetor e produtos metabdlitos que
oxidam a LDL-c. Essa teoria estd pormenorizada nos itens seguintes: fungao

endotelial, aterosclerose e LDL-c oxidada.

1.2 FUNGAO ENDOTELIAL

O endotélio vascular é constituido por uma camada de células que recobre
todos os tipos de vasos e possui varias fungdes. Antes do trabalho de Furchgott e
Zawadski''”) o endotélio era considerado, apenas, como uma camada de células
funcionando como uma barreira entre o sangue e a parede vascular. Atualmente,
€ considerado um 6rgao endécrino e metabdlico altamente ativo com fungdes
muito importantes, atuando no transporte de substancias, solutos, moléculas

(18)

intercelulares, tonus vascular, coagulagédo e inflamacao Os mediadores e/ou

fatores produzidos pelo endotélio podem ser neutralizados dentro da prépria
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célula, difundir-se para o sangue ou atravessar a membrana do musculo liso
vascular’®. No musculo liso vascular, essas substancias podem ativar receptores
constritores ou relaxantes, estimular a proliferagéo celular, a geracéo de espécies

reativas de oxigénio e a expressao de genes.

A sintese e liberagdo de substancias vasoativas pelo endotélio, que
modulam o ténus, calibre vascular e fluxo sanguineo, desempenhando papel
fundamental na regulagdo do aparelho circulatério e constitui a fungdo mais

conhecida do 6rgao, e se ndo, a mais importante.

Essas substancias vasoativas foram denominadas fatores relaxantes

(EDRFs) e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs).

Os fatores relaxantes sdo: 6xido nitrico (NO), prostaciclina, monéxido de
carbono e varios fatores hiperpolarizantes, como o acido epoxieicosatriendico,

2V Qs fatores

metabolitos do acido araquidénico e endocanabinodides®”
constritores sao: endotelina, produtos da oxigenase, como endoperdxidos e
tromboxano e espécies reativas de oxigénio, como o anion superoxido (Oz’). Sédo
liberados, também, pelo endotélio: interleucinas, fatores de crescimento, inibidores

22 As células endoteliais sdo

de plasminogénio e fator de Von Willebrand!
susceptiveis a forca de mudancas hemodinamicas e composicao sanguinea,
regulando a vasodilatagdo e inibem a proliferagdo de musculatura lisa vascular,
agregacao plaquetaria e formacéo de trombo. Em condi¢gdes normais, todo esse
processo leva a uma homeostasia. Nas condi¢gdes patoldgicas de desequilibrio,
podem-se citar fatores de risco como a idade avangada, acao de radicais livres,
fumo, diabetes, hipertensao arterial, hipercolesterolemia e insuficiéncia cardiaca,
as células endoteliais passam a apresentar disfuncido e favorecem situacdes

proaterogénicas®.

Introdugao

-23-



1.3 ATEROSCLEROSE E LDL OXIDADA

Evidéncias sugerem, fortemente, que a geragdo das células espumosas,
seja um processo independente dos receptores normais de LDL-c, presentes em
todos os tecidos. Em uma delas, pacientes e animais com deficiéncia genética de
receptores de LDL-c, desenvolvem a lesdo aterosclerdtica rica em células

espumosas.

Portanto, a captacdo arterial de LDL-c ocorre também, por vias
alternativas, que foram denominadas por Brown e Goldstein®® de “scavenger
pathways”. Entao, postulou-se que as LDL-c circulantes sofreriam algum tipo de
transformacdo na parede vascular e que essa forma modificada de LDL-c seria

fagocitada pelos macréfagos e geraria células espumosas®?.

Um dos eventos mais precoces na aterosclerose € a oxidagao excessiva
de LDL-c que ocorre, apesar da utilizagdo de todos os antioxidantes endoégenos
lipossoluveis. A fragmentagdo dos acidos graxos oxidados formam produtos com
grande variagdo de peso molecular (aldeidos, alcoois, cetonas e alcanos) e,
também, fragmentacéo da cadeia polipeptidica de apo B, a oxidagao do colesterol,
a conjugacao dos produtos de degradacao lipidica, perda dos sitios reconhecidos
por receptor de LDL-c e geragdo de nova configuragdao reconhecida por receptor

“scavenger’® 2% 26),

Esse processo pode ser inibido pelos agentes antioxidantes®” e recentes

evidéncias sugerem que a HDL-c pode evitar as alteragdes oxidativas da LDL-c.

O processo de oxidacdo da LDL-c pode ser, também, in vitro, através de
incubacao em cultura de células com ions de metais de transicdo, tais como cobre

e ferro®®,

As lipoproteinas de baixa densidade tém sido descritas como um grupo
heterogéneo de particulas que diferem entre si em tamanho, conformacéo, carga
elétrica e composicdo quimica, sendo subdivididas em LDL-I, LDL-II, LDL-IlIl e LDL

IV mais densa e pequena. As LDL-c pequenas e densas sdo mais aterogénicas
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que grandes particulas por causa de sua maior penetragao na ceélula endotelial e

maior susceptibilidade oxidativa®®.

A hipotese oxidativa considera que a LDL-c apresenta 2 fases: na primeira
fase, ou fase inflamatdria, os lipides da LDL-c sofrem oxidagdo, sem grandes
modificagdes na apoB, o que resulta na formagdao de LDL-c minimamente
modificada. Nesta fase, a LDL-c pode recrutar mondcitos circulantes, através do
aumento da expresséo de glicoproteinas de adesao na superficie das células. Na
camada intima as LDL-c sofrem intensa oxidagdo por espécies reativas de
oxigénio e enzimas produzidas pelos macréfagos, como a mieloperoxidase e
lipoxigenase, transformando-se em LDL-c altamente oxidada (LDL-ox). As LDL-ox
passam a ser reconhecidas pelos receptores do tipo “scavengers” dos

macrofagos, que ndo sao regulados pelo conteudo celular de colesterol.

Somam-se a esses efeitos, 0 aumento da disfuncdo endotelial, a inducéo
da agregacao plaquetaria, a formacao de trombos e a desestabilizagao das placas
ateromatosas, por mecanismos que incluem a expressao de metaloproteinases,

todos promovidos pela LDL-0x?.

O sistema antioxidante do organismo protege as células dos efeitos
danosos dos radicais livres, evitando a peroxidagdo dos acidos graxos

polinsaturados®”.

Esse sistema consiste de enzimas antioxidantes como a superoxido
dismutase, a glutationa peroxidase, a catalase; de micronutrientes que incluem os
minerais como selénio, cobre, zinco manganés; as vitaminas E, C, A e o beta-

caroteno®’ 32

. As primeiras linhas de defesa naturais sdo as metaloproteinas,
superéxidos dismutase citoplasmatica (contendo cobre e zinco) e mitocondrial
(contendo manganés), que atuam acelerando a velocidade de dismutagcdo do

radical superoxido®?).

A catalase localiza-se nos peroxisomas e € uma enzima
que catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio. Outra enzima
citoplasmatica que também é capaz de inibir o peroxido de hidrogénio por um

mecanismo diferente é a glutationa peroxidase , cujo co-fator & selénio®). A
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primeira sugestao de que as estatinas pudessem ser um destes antioxidantes foi
proposta por Ribeiro Jorge et al®), que verificaram em coelhos
hipercolesterolémicos a reversdo da disfuncdo endotelial, desproporcional a
reducdo lipidica, quando tratados com a pravastatina. Essa observacido foi
reiterada em 1997 pelos mesmos autores quando se estudou a reversao rapida da
hipercolesterolemia, com estatinas.

A atividade antioxidante das estatinas foi observada por outros autores

com sinvastatina, a fluvastatina®) e a atorvastatina®®.

Resta, no entanto, melhor definicdo sobre a real interferéncia das

substancias antioxidantes sobre a evolugao clinica da aterosclerose.

1.4 FARMACOS REDUTORES DE COLESTEROL

A medida que os conhecimentos avancaram a respeito do efeito nocivo da
elevacao do colesterol, foi sugerida em 1960, a intervengao através de dietas,
para a reducdo do colesterol. Em meados de 1950 foi langado no mercado o
triparanol que inibia a biossintese de colesterol. Porém, por apresentar efeitos
colaterais graves como indugéo de catarata e ndo sendo muito eficaz para diminuir
o colesterol, foi abandonado. Em 1970, no Japéao, Akira Endo descobriu que os
fungos responsaveis pela produgédo de penicilina produziam uma substancia, o
Penicilium citrinium ML-236B, denominada de compactina que era um potente
inibidor da enzima 3Hidroxi-Metil-Glutaril coenzima A redutase (HMGCoA). Em
1977, pesquisadores de outros paises comprovaram os trabalhos de Endo,
concluindo pela seguranca e eficacia da compactina. Na mesma década, porém,
nos Estados Unidos, foi encontrado um composto produzido por um outro fungo
(Aspergillus terreus), cuja unica diferenga com a compactina era a adigdo de um
carbono a um dos anéis e a esse composto denominou-se lovastatina. A

lovastatina apresentava as mesmas propriedades em relacdo a inibicdo da
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HMGCoA que a compactina, porém, com menores efeitos colaterais, surgindo as

estatinas®’).

Essas sdo medicamentos que interferem eficazmente na sintese celular
de colesterol por inibicdo competitiva com a HMGCCoa redutase e reduzem a
hipercolesterolemia por induzirem a formacao de receptores hepaticos que captam
as LDL-c do plasma e por diminuirem a sintese de VLDL. As estatinas mais
antigas a disposigao para tratamento médico s&o: lovastatina, pravastatina e
sinvastatina e as mais novas cerivastatina, fluvastatina, rosuvastatina e, a mais

recente, porém, ainda nao disponivel no Brasil, a pitavastatina.

1.5 ENSAIOS CLINICOS

O estudo Scandinavian Simvastatin Survival Study (4S) foi um dos
primeiros com estatinas que demonstraram um efeito positivo na redugao do
colesterol total (25%), na LDL-c (35%) e redugdo na mortalidade por doenga
coronariana em 42%®. Outros estudos clinicos bem conduzidos (West Scotland
Coronary Prevention Study (Woscops)®®, The Cholesterol and Recurrent Events
(Care)*®  Air Force/Texas Coronary Atherosclerosis Prevention Study
(AFCAPS/TEXCAPS)*" demonstraram, de forma evidente, a reducdo da
mortalidade e eventos coronarianos em pacientes em que se reduziu o colesterol

plasmatico com o uso de estatinas.

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, principalmente no campo
da imagem (angiografia, ultrassonografia e ressonancia magnética), foram sendo
realizadas novas pesquisas que objetivaram verificar o didmetro, volume da placa
e alteragbes morfoldgicas em pacientes com aterosclerose tratados com estatinas
ou outros farmacos redutores de colesterol. Assim, estudos utilizando a
angiografia coronaria, se propuseram a verificar provaveis modificagdes no volume
da placa de aterosclerose, na expectativa de correlacionar as alteracdes

morfoldgicas desta com a redugéo dos eventos cardiovasculares.
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O estudo The Bezafibrate Coronary Atherosclerosis Intervention Trial
(Becait) mostrou ndo progressdo de placas de aterosclerose nas
artérias coronarias (obstru¢ées menores que 20-50%), em pacientes infartados e

tratados com benzafibrato na dose de 600mg/dia e seguidos por 2 anos*?).

The Monitored Regression Study (MARS) utilizando a angiografia
quantitativa revelou que pacientes com aterosclerose, medicados com lovastatina
40mg/2x/dia, apresentaram aumento do didmetro luminar de 0.13 mm0.35 em
lesdes maiores que 50%“?). ais recentemente, estudos utilizando ultrassonografia
intracoronaria e mais intensa redugao das LDL-c evidenciaram regressao da placa
de aterosclerose™. A avaliacdo da relacado intima/média da carétida, medida,

também por ultrassonografia, sugeriu regressdo da aterosclerose?).

A ultrassonografia intravascular tem sido eficaz em detectar o tamanho e
distribuicdo da placa de aterosclerose por proporcionar uma visao tridimensional

do vaso.

O estudo Reversal of Atherosclerosis with Agressive Lipid Lowering
(REVERSAL) realizado por 18 meses, randomizado e multicéntrico comparou o
efeito de um tratamento intenso e moderado com atorvastatina 80 mg em 253
pacientes e pravastatina na dose de 40mg em 249 pacientes. No final do estudo
verificou-se que atorvastatina reduziu a progresséo da aterosclerose em relagéo a

pravastatina, demonstrando o valor do tratamento com maior dose de estatina®.

O estudo Justification for the Use of Statins in Prevention: Intervention
Trial Evaluating Rosuvastatin (JUPITER), um dos mais significativos trabalhos
feitos com a rosuvastatina, avaliou 17.802 pacientes aparentemente saudaveis
com LDL-c < 130 mg/dl e dosagem de 2,0 mg de proteina C reativa ultrassensivel
que receberam 20mg de rosuvastatina por 1,9 anos. Parametros bioquimicos
demonstraram reducdo de 50% do LDL-c e 37% da proteina C reativa

ultrassensivel®”.

O Study to Evaluate the Effect of Rosuvastatin On Intravascular
ultrasound-Derived Coronary Atheroma Burden (ASTEROID) avaliou 517
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pacientes com doenga aterosclerética coronariana diagnosticada através de
angiografia e com 20% de estenose, os quais receberam 40 mg de rosuvastatina
por 24 meses. Parametros bioquimicos demonstraram redugao de 53,2% em LDL-
¢, e aumento de 14,7% no HDL-c. O resultado pela ultrassonografia demonstrou
0,79% de redugcéo do volume do ateroma, e uma mediana de 5,6 mm? na reducao

do ateroma, no total do segmento do vaso coronariano®®.

As constatagbes desses ensaios clinicos, nem, sempre seguidas por
reducdo da hipercolesterolemia em niveis normais, levaram os pesquisadores a
investigar a possibilidade de existir efeitos pleiotrépicos das estatinas, atualmente
constados ocorrerem na fungdo endotelial, nos processos inflamatdrio,

antioxidantes e antitrombéticos“®-°?),

1.6 REGRESSAO DA PLACA DE ATEROSCLEROSE: ESTUDOS
EXPERIMENTAIS

Nikolai N. Anitschkow em 1914, foi um dos pioneiros na indugcdo de
hipercolesterolemia em coelhos. Porém, na época, seus experimentos nao foram
muito bem compreendidos e obtiveram pouca repercussao. Através de
alimentagao de coelhos com gema de ovo, ele descobriu que ocorria depodsito de
gordura nas artérias. Os trabalhos de Anitschkow foram repetidos por outros
autores, que utilizaram outras espécies de animais, por considerarem que o nivel
de colesterol nos coelhos (1000mg/ml) era muito alto, e totalmente diferente dos
humanos. Sendo assim, utilizaram como modelos experimentais caes e ratos e

nao obtiveram resposta semelhante.

Em 1933, quando Anitschkow publicou uma revisdo de seus trabalhos na
revista americana “Atherosclerosis”, ficou mais conhecido e outros pesquisadores
comegaram a reproduzir seus trabalhos, surgindo novas perguntas e se

descobrindo novos achados®®.
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Os estudos experimentais mostram de forma mais concreta a diminui¢cao

54-%6)  Estes devem ser

do contetudo lipidico da placa de aterosclerose'
considerados, principalmente, na cogitacdo dos mecanismos envolvidos com
eventual aplicacao clinica. O trabalho de Badimon ®") mostrou em coelhos
hipercolesterolémico aos quais se administrou HDL-c, uma significante redug¢ao do
teor de colesterol total, colesterol esterificado, colesterol livre e fosfolipides na
parede arterial em relagcdo aos animais controle. Paralelamente, observou-se
reducdo da porcentagem de aterosclerose da superficie da aorta corada pelo

Sudam IV e também do numero de células espumosas ao exame histologico.

Em coelhos tratados com sinvastatina e pravastatina(34) verificou, também,
reducdo do teor de colesterol da parede arterial, da peroxidacéo lipidica e do
nuamero de células espumosas, quando comparados com o grupo controle.

Concomitantemente, ocorreu reversao da disfuncado endotelial.

Estudo com ressonadncia magnética também verificou regressao e
progressao da aterosclerose em coelhos tratados com colesterol por 6 meses e
regressdo por outros 6 meses, demonstrando que ocorre modificagdes na
composi¢ao da placa conforme o tempo mais longo ou mais curto de suspensao
da dieta®. Novos métodos de estudo como espectroscopia, utilizando raio
infravermelho, tém sido propostos para se analisar a placa de aterosclerose e
abrem novas perspectivas para o conhecimento da formagcdo e regressdo do

ateroma®®,

A partir de 1994 no Laboratério de Endotélio, Lipides e Aterosclerose do
Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental-Faculdade de Ciéncias Médicas, da
Universidade Estadual de Campinas, Ribeiro Jorge e colaboradores, verificaram
um diferencial de acao entre 2 tipos de estatinas: pravastatina e sinvastatina
administrando-as em coelhos hipercolesterolémicos, em doses suficientes para
reduzir o nivel de colesterol plasmatico a valores semelhantes, nos 2 grupos de

animais.
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Chegaram a conclusdo que a pravastatina produz um relaxamento
dependente do endotélio de maior magnitude e diminuigdo do numero de células
espumosas. Assim, a existéncia de alguns efeitos adicionais do medicamento, que
posteriormente foi denominado de efeitos pleiotrépicos das estatinas deveriam

ocorrer.

Seguindo a linha de pesquisa do Laboratoério, outros trabalhos foram

apresentados em congressos e publicados'®* %% 99,

No entanto, todos esses estudos abordaram a aterosclerose em sua fase
inicial. Com o intuito de abranger melhor o conhecimento, sobre o estudo da
aterosclerose ja estabelecida, foi proposto o presente trabalho. Este teve o
objetivo de verificar a evolugdo da aterosclerose, a sua possivel involugao sob
intervencdo na dieta e medicamentosa e 0s possiveis mecanismos envolvidos na

disfuncao endotelial.
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2. OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a evolugdo e involugdo da aterosclerose experimental em

coelhos hipercolesterolémicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) verificar a relagdo da evolugéo e involugdo da aterosclerose com os

lipides plasmaticos;

2) verificar a relagdo da evolucédo e involugdo da aterosclerose com o

colesterol e peroxidacéo lipidica teciduais;

3) verificar a relagdo da evolugéo e involugdo da aterosclerose com a

funcao endotelial.
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3. MATERIAIS E METODOS



Este estudo foi realizado apés aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas, protocolo n° 786-1.

Os coelhos foram mantidos em temperatura entre 20° C e 22°C e periodo
de luz de 12 horas, no Biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Utilizou-se uma dieta padrdo, nao hipercolesterolémica, da marca Purina,
sendo que cada 100 g de racdo foi composta por proteinas 20%, carboidratos
45%, fibras 16%, gordura 5% e cinza 14%. A dieta ndo hipercolesterolémica
forneceu-se ao grupo normocolesterolémico, enquanto que os outros cinco grupos
de animais foram submetidos a dieta ndao hipercolesterolémica mais adicdo de
0,5% de colesterol e 10% de gordura de coco, o que proporcionou 70% de acidos
graxos saturados, 17% monoinsaturados e 13% de poliinsaturados. A
suplementacgao foi feita dissolvendo 5g de colesterol em 100g de gordura de coco
aquecida e misturada com 1kg de ragcdo até que os “pellets” absorvessem

completamente os lipideos. A dieta foi preparada semanalmente.

Para a realizagdo deste trabalho utilizou-se os seguintes materiais:
colesterol ultrapuro (céd 967), obtido da empresa Vetec Quimica Fina Ltda, (RJ,
Brasil), a gordura de coco foi obtida da empresa Cargil, Kits enzimaticos para a
determinacdo de colesterol CAT N° (01400) adquiridos do Laboratério Laborlab,
(SP, Brasil), o Kit de triglicérides MONO CAT (10726) foi obtido da IN VITRO
Diagndstica (MG, Brasil) e reativo precipitante para separar HDL (CAT N° 02300)
obtido da empresa Laborlab (SP, Brasil).

Os sais e reagentes foram utilizados da marca Merck (SP, Brasil). A
acetilcolina, noradrenalina e nitroprussiato de sédio foram utilizados da marca
Sigma (USA).

Para o estudo utilizou-se 30 coelhos machos da ragca Nova Zelandia, peso
inicial de 3,0kg a 3,5kg, distribuidos em seis grupos (n=5): G1: animais n&o

hipercolesterolémicos; G2: animais hipercolesterolémicos; G3: animais
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hipercolesterolémicos, seguidos por 4 meses de dieta ndo hipercolesterolémica;
G4: animais hipercolesterolémicos, seguidos por 1 més de dieta néo
hipercolesterolémica e tratamento com rosuvastatina; G5: animais
hipercolesterolémicos, seguidos por 2 meses de dieta ndo hipercolesterolémica e
tratamento com rosuvastatina; G6: animais hipercolesterolémicos, seguidos por 4
meses de dieta ndo hipercolesterolémica e tratamento com rosuvastatina. O
tempo de duragdo do experimento para cada grupo constou de: G1= 8 meses;
G2= 8 meses; G3= 8 meses; G4= 5 meses; G5=6 meses e G6= 8 meses. O

desenho do estudo esta esquematizado na figura 1.

O medicamento utilizado para a execucdo desse trabalho foi a
rosuvastatina (5,0mg/dia/coelho). Administrou-se o medicamento de duas formas:

por acréscimo na agua de beber e através de gavagem.

Diariamente, 5mg de rosuvastatina era dissolvida em 150ml de agua e
alternado com 15 dias na forma de gavagem, onde 5mg de rosuvastatina eram
diluidas em 10ml de agua, aspirados por uma seringa, conectadas a uma sonda

nasogastrica N°10 e administradas aos coelhos.

Essa metodologia de administragdo do medicamento na agua foi realizada
para nao lesar a laringe e o eséfago dos animais, considerando que o experimento
€ de longa duracédo e a gavagem foi utilizada periodicamente para se ter certeza

da ingestéo total da dose do medicamento.
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Dieta controle

G1 ® 4 meses

Dieta colesterol 0,5%
: 4 meses
G2 + 10% gordura o
G3 Dieta colesterol 0,5% P Suspensdo da dieta colesterol

8 meses
+10% gordura (SD) o

G4 Dieta colesterol 0,5% .SD+ Rl. 5 meses
+10% gordura
G5 Dieta colesterol 0,5% Py SD+R2 ) 6 meses
+10% gordura
. o SD+ R4
G6 Dieta colesterol 0,5% Py ® 8 meses

+ 10% gordura

Figura 1. Esquema demonstrando divisdo dos grupos, tratamento e tempo de duracao
de cada grupo.

3.1 COLESTEROL PLASMATICO E FRAGOES

No inicio do experimento coletou-se sangue via veia marginal da orelha
para obter o valor do colesterol total inicial. Ao final dos experimentos, apds jejum
de 16h, coletou-se, novamente, o sangue por pung¢ao cardiaca. O sangue foi
armazenado em tubo contendo EDTA-dissodico, para evitar coagulagcdo e
oxidacdo. Apo6s tempo estipulado para cada coelho os animais foram sedados com
uma mistura de 20mg/kg de xylazina + 25mg/kg de ketamina para sedar o animal

e apos administrado 20 mg/kg de tiopental sddico em doses letais.

A dosagem do colesterol foi determinada pelo método enzimatico, cujo
principio baseia-se na hidrélise do colesterol e ésteres de colesterol que estao
acopladas a uma reacado de cor, monitorada a 500nm. Para 10ul de plasma foi
adicionado 1 ml de reativo, incubando-se a 37°C por 5minutos, sendo utilizado

como padrao uma concentragao de colesterol de 200mg/dl. Apds, foi feita leitura
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em espectrofotdmetro (modelo Genesys 10uv da marca Spectronic, USA) no

comprimento de onda de 500nm.

A dosagem dos triglicérides foi realizada usando kit enzimatico, cujo
principio do método baseia-se na hidrolise que libera o glicerol o qual é

demonstrado por reagao de cor, com leitura a 500nm.

Utilizou-se como padrao, uma solugéo de glicerol, correspondente a 100
mg/dl de triglicérides.

Para 10ul de amostra adicionou-se 1ml de reativo, incubando-se a 37°C

por S5minutos.

A dosagem do HDL-c foi obtida através de kit enzimatico, cujo principio do
método se baseia na precipitagcdo de VLDL, LDL e quilomicrons pela reacdo do
acido fosfotungistico com o cloreto de magnésio. A LDL-c foi estimada pela

formula de Friedwald.

3.2 QUANTIFICAGCAO DO COLESTEROL TECIDUAL

O valor do colesterol tecidual foi medido pelo método de Naito e David®?.
Inicialmente, fragmentos de aorta foram macerados e homogeneizados a 4° C em
5 ml de 0.13M tampéao TRIS HCI (pH 7.4); 0.01 mM NaNOs. Apés, acrescentado
cloroformio e metanol na propor¢ao (2:1 vol/vol) contendo 0.001% de
hidroxitolueno butilado, como antioxidante. Deixado em temperatura ambiente por

24h e o sobrenadante retirado e seco em nitrogénio liquido.

3.3 PEROXIDAGAO LIPIDICA

A peroxidagéo lipidica tecidual foi medida em segmento de aorta para a

verificagdo da quantidade de malondialdeido (MDA), segundo a técnica de
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Buege®®. Utilizou-se o &cido tricloroacético (TCA) (1g de tecido+10vol TCA a

20%) para fazer a homogeneizagao e desproteinizagao.

Apos, foi acrescentado uma mistura de TCA 25% com acido tiobarbiturico
a 75% para identificagdo de MDA e aquecimento a 100° C por 20 minutos. A
concentracao de MDA foi medida em espectrofotdmetro, comprimento de onda de
532nm e calculado através de um coeficiente de extingdo molar de 1,49 X 10°°
expresso em nmol/mg de tecido X 107"° M.

3.4 FUNCAO ENDOTELIAL

Segmento de aorta toracica proximo ao arco aértico, com 5mm de
comprimento, foram suspensas através de 2 clips de ago, em uma cuba e a um
transdutor de forca. A cuba continha 6 ml de solucdo de Krebs Henseleit com a
seguinte composicdo (mmol/l): NaCl, 113; KCI, 4,74; CaCl,, 1,9; NaHCO; 25,0;
MgSQO4, 0,44; KH,PO,4 1,18; EDTA, 0,03; CeH120s, 11,0, e aerada
continuadamente com 95% de O, a pH 7,4"" 3% Os resultados foram tragados no
registrador de eventos fisioldgicos (Registrador Narcotrace 40). A tensao basal
o6tima foi determinada, submetendo-se os fragmentos a diferentes tensodes

mecanicas e contraidos & mesma dose de noradrenalina (10”M) (Fig.2).
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Figura 2. Segmento da aorta suspensa em cuba com
solucdo de Krebs Henseleit e aerado com carbogénio.

A tensdo basal o6tima foi aquela que apresentou melhor resultado

comprimento/tensdo, assim como, melhor relaxamento a acetilcolina.

Os segmentos de aortas foram deixados em equilibrio na solugdo de
Krebs Henseleit, pelo periodo de 1 hora, trocando-se a solugédo a cada 20 minutos.

Todos os anéis foram contraidos pela noradrenalina (107M).

Depois que a contracdo alcancava um plateau, a acetilcolina foi
acrescentada de forma cumulativa (10%° a 10.>°M) para obter-se a curva de
concentracao-efeito, apés o fragmento ter sido lavado diversas vezes com a
solucado de Krebs Henseleit. Depois de um periodo de 30min. os anéis de aorta
foram contraidos com NE (107°M) e outras curvas de concentracédo-efeito obtidas
com nitroprussiato para verificar a integridade da musculatura lisa da camada

média arterial (Figura 3 e 4).
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Figura 3. Registro das curvas de concentracdo-efeito com
aceticolina e nitroprussiato de sédio.

1 Legenda:
2 1) 1(T8
2 , 2) 1073
3) 107
4) 106>
5) 10°
6) 10>

Nor adrenalina
9,1

BUI|00]1330Y

Endotélio Integro
Endotélio Lesado

Figura 4. Representagdo esquematica da curva de concentracdo-efeito com
acetilcolina em endotélio integro e lesado.
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3.5 HISTOLOGIA

Na preparagado histolégica utilizou-se anéis de aorta proximo ao arco
aortico. Apds, foram lavados, pré—fixados em formol a 10% por 24h em recipientes
individuais e devidamente identificados. Depois os anéis foram retirados e
colocados em capsulas proprias, identificadas, fechadas e colocadas e m alcool a
70% e os fragmentos foram processados com técnicas especificas, realizados
cortes histolégicos em microtomo e montados em lamina e laminula. As

coloracgdes utilizadas foram: Hematoxilina-eosina e tricrémio de Masson.

O processamento, montagem das laminas e as coloragbes foram
realizados no Laboratorio de Patologia Experimental do NMCE/FCM/UNICAMP, e
examinadas em microscopio Optico marca Leica 300 e imagens capturadas e

fotografadas para documentagéo.

3.6 QUANTIFICAGAO DE ATEROSCLEROSE

A aterosclerose foi monitorada macro e microscopicamente. Para
documentagdo macroscopica, os segmentos de aorta foram obtidos entre a
emergéncia da artéria braquial esquerda e o plano diafragmatico. Em seguida,
fixados em formol a 10%, a temperatura de 37°C por 16h e, apds, imersos em
placa de Petri com sudam IV por 24h. Apds, a extensdo da aterosclerose foi
quantificada morfometricamente através de imagens capturadas em camera digital
(Sony mod FD 97), transferidas para o computador e submetidas ao software
Scion, programa especifico para calculo de area. O mesmo foi efetuado nas

ldminas histoldgicas.

A quantificagdo da aterosclerose foi expressa em (%) em relagdo a area

total do segmento arterial.
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ESTATISTICA

Os valores do colesterol total, HDL-c, LDL-c, triglicérides, colesterol e
peroxidagao lipidica teciduais, nos diferentes grupos de animais, foram
examinados por teste estatistico ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido do
teste de comparaca o multipla de Dunn. Para analisar a relagao entre as variaveis

n® 7 para

numéricas foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearma
comparar o relaxamento entre os 6 grupos de animais e entre os tempos e doses,
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas!"). O valor de

significancia foi de p<0,05.

Os dados foram analisados no setor de estatistica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, sendo

utilizados o programa computacional SAS e software Origin para o estudo.
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4. RESULTADOS



4.1 PESO DOS ANIMAIS

No final do experimento, os coelhos de todos os grupos ganharam peso
de modo semelhante, com a dieta hipercolesterolémica sendo bem aceita, assim
como o medicamento acrescido a agua. Esta foi ingerida diariamente, na

quantidade de 60 a 70 ml por coelho.

Os valores, média e desvio padrao do colesterol total, HDL-c, LDL-c,
triglicérides, colesterol e peroxidacédo lipidica teciduais, fungdo endotelial e
quantificacdo de aterosclerose, constam da tabela 1 e 2 estdo apresentados nas

figuras de 5 a 16.

Do inicio ao final do experimento os animais dos 6 grupos apresentaram

pesos corporais similares, ndo havendo diferengas significativas entre os mesmos.
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Tabela 1. Resultados dos parametros bioquimicos estudados nos grupos G1 a G6
(médias *DP).
G1 G2 G3 G4 G5 G6
?:I'ctlgfa' 6363 860,64 881,16 793,96 84383 810,08
+432  +103,68 116593  £89,41  £332,40 81,48
(mg/dl)
Col. Total 63,63  860,64*8& 5156  411,12*& 36507*& 31,40%&
+432° +103,68 £13,42° 17972° +6531°  16,66°
(mg/dl)
LDL-c # 26,57  503,87*& 27,58  35423*& 306,49*&  585%&
(mg/dl) £392° #2551  +16,91° 181840 163,36° 8,10°
HDL-c # 16,47  306,06*& 18,54  41,19*& 4565*& 29,20
(mg/dl) $369°  £77,90 +£3,11° 17,140 589°  +13,63°
TG # 104,17& 253,34*& 27,19* 7741*& 6461*&  30,01*
(mg/dl) +16,24° +5421  536° 42242° 4810 °  4567°

Colesterol total apds quatro meses de dieta hipercolesterolémica. # Colesterol total e demais parametros
dosados por ocasido do sacrificio dos animais. LDL-c — Lipoproteina de baixa densidade. HDL-c -
Lipoproteina de alta densidade. TG — Triglicérides. Os valores sdo expressos como média e desvio padrao,
considerando-se *p<0,05 em relacdo a G1, ° p<0,05 em relagéo a G2 e & p<0,05 em relagéo a G3

Tabela 2. Resultados dos parametros teciduais nos Grupos G1 a G6

G1 G2 G3 G4 G5 G6

Col. Tec. # 21,64  138,82*& 50,47  156,42*& 9358*& 34,29
(mglg) +489° 319,03  +558° 128,28 12528° +3592°
Per.Tec# 506 &  9,14* 8,40 * 7,58 * 870*  567&
(nmolig) +0,62° 1,48 +2,01 +1,41 +0,86  +0,97°
Ateros # opog J673*  4266%  4621*  2669* 18238
(%) ° +14,53 31,86 2176  #17,26  +1,90°
Relax (%) 93,198 ., . 10,0* 4156*& 38,76*& 71,54*&
# +6,73 ° ° +10 +38,46° 2399° +1272°

Col. Tec. — Colesterol tecidual na aorta. Per. Tec. - Peroxidagado Lipidica Tecidual. Ateros - Aterosclerose na
aorta. Relax - Relaxamento maximo dependente do endotélio.
Os valores sd0 expressos como média e desvio padrio, considerando-se *p<0,05 em relagéo a G1, ° p<0,05
emrelagdoa G2 e & p<0,05 em relagdo a G
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4.1 LIPIDES PLASMATICOS

4.1.1 Colesterol total

Em relagdo ao colesterol total final obtiveram-se os resultados que estéao
apresentados na tabela 1 e Figura 5. O grupo G2 apresentou elevagao do
colesterol total significantemente em relagdo aos demais grupos. O grupo G3 nao
apresentou diferenca significante em relacéo ao grupo G1. O grupo G6 apresentou

reducao significativa em relacdo aos grupos G1-G5.
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Figura 5. Colesterol total nos 6 grupos: Os valores sdo expressos
como média e desvio padrao, considerando-se *p<0,05 em relagao
a G1, ° p<0,05 em relagdo a G2 e & p<0,05 em relagdo a G3.

4.1.2 LDL-Colesterol

A LDL-c, apresentou valor significativamente maior no grupo G2 em

relacdo a todos os outros grupos. No grupo G3 a LDL-c apresentou valor
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significativamente menor em relagdo aos grupos G4-G5. Nao houve diferencga
significante entre valor da LDL-c do grupo G3 com o grupo G1. Os grupos G4 e
G5, tratados com rosuvastatina, tiveram LDL-c semelhantes, ndo havendo
diferenca significativa. No grupo G6, tratado com rosuvastatina por 4 meses, a
LDL-c apresentou valor significativamente menor em relagdo aos grupos G1- G5
(Figura 6).
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Figura 6. LDL-c nos 6 grupos: Os valores sdo expressos em media
e desvio padrdo, considerando-se *p<0,05 em relacdo a G1, °
p<0,05 em relacdo a G2 e % p<0,05 em relacdo a G3.

4.1.3 HDL-Colesterol

A HDL-c apresentou valor significativamente maior no grupo G2 em

relacéo a todos os outros grupos.

No grupo G3 o valor atingiu os niveis dos grupos G1 e grupo G6 nao

havendo diferenca estatistica significativa.

No grupo G6 a HDL-c apresentou valor significantemente menor em
relacdo aos grupos G4 e G5 (Figura 7).
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Figura 7. HDL-c nos 6 grupos: Os valores sao expressos em

média e desvio padrao, considerando-se *p<0,05 em relagado a
G1, ° p<0,05 em relagdo a G2 e ® p<0,05 em relagdo a G3.
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4.1.4 Triglicérides

Os triglicérides apresentaram valores significativamente aumentados no

grupo G2 em relagéo a todos os outros.

Os valores dos triglicérides no grupo G3 foram significativamente menores

em relagao aos grupos G1-G5.
Nao houve diferenga significante do grupo G3 em relagdo aos grupo G6.

Os niveis de ftriglicérides foram semelhantes nos grupos G4 e G5 e

significativamente maior em relagao ao grupo G6 (Figura 8).
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Figura 8. Triglicérides nos 6 grupos: Os valores sdo expressos em
média e desvio padrao, considerando-se *p<0,05 em relagao a Gf1,
° p<0,05 em relacdo a G2 e * p<0,05 em relagdo a G3.

4.2 COLESTEROL TECIDUAL

O valor do colesterol tecidual foi significativamente maior no grupo G2 em
relacdo aos grupos G1, G3, G5 e G6 e em relagcdo ao grupo G4, no qual os
animais foram tratados com rosuvastatina por apenas um més, ndo houve

diferenca significativa.

No grupo G3 o valor do colesterol tecidual foi significantemente maior que

no G1 e G6 e menor significativamente, em relagdo ao grupo G4 e G5.

Os animais do grupo G6 apresentaram colesterol tecidual menor
significantemente, em relagdo aos grupos G2-G5, ndo havendo diferencga

significante com o grupo G1 (Figura 9).
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Figura 9. Colesterol tecidual nos 6 grupos: Os valores sao
expressos como média e desvio padrado. Considerando-se *p<0,05
em relacdo a G1, ° p<0,05 em relagdo a G2 e & p<0,05 em relacéo
a G3.

4.3 PEROXIDAGAO LIiPIDICA TECIDUAL

Os valores da peroxidagcdo |lipidica tecidual foram maiores
significativamente, no grupo G2 em relagao aos grupos G1 e G6, nao havendo

diferencga estatistica significante com os grupos G3-G5.

Os valores do grupo G3 foram semelhantes aos grupos G2, G4 e G5,
sendo maiores significativamente em relacdo aos grupos G1 e G6. Os animais do
grupo G6 apresentaram peroxidagao lipidica menor, significativamente, em

relagdo aos grupos G2-G5 e ndo significante em relagéo ao grupo G1 (Figura 10).
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Figura 10. Peroxidacao lipidica nos 6 grupos: Os valores sdo
expressos como média e desvio padrao, considerando-se *p<0,05
em relagdo a G1, ° p<0,05 em relagéo a G2 e & p<0,05 em relagéo
a G3.

4.4 QUANTIDADE DE ATEROSCLEROSE NA AORTA

Os grupos G2-G6 apresentaram maior quantidade de aterosclerose na

aorta, significativamente, em relagédo ao grupo G1.

A quantidade de aterosclerose na aorta, no grupo G2, foi maior

significativamente em relagao aos grupos G5 e G6.

No grupo G3 a aterosclerose foi maior significativamente em relagdo ao

grupo G6.

A aterosclerose da aorta foi menor significativamente, no grupo G6 em

relacdo aos grupos G2-G5 (Figura 11).
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Figura 11. Quantificagdo da aterosclerose nos 6 grupos: Os
valores sdo expressos como média e desvio padréo,
considerando-se *p<0,05 em relacdo a G1, ° p<0,05 em relacéo a
G2 e % p<0,05 em relacdo a G3.

4.4.1 Macroscopia e microscopia da aorta

A Figura 12 apresenta a macroscopia da aorta de um dos animais dos

grupos G1 a G6.

No grupo G1 a aorta apresenta superficie intimal completamente lisa o

que nao acontece nos demais grupos, ha mesma intensidade.

Nos grupos G2 e G3, observa-se placas extensas de

aterosclerose.

Nota-se a redugéao progressiva das placas nos grupos G4 a G6.
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Grupo1 Grupo 2

Grupo 5 Grupo 6

Figura 12. Macroscopia das aortas nos grupos 1 a 6, coradas com Sudam |V vistas
pela superficie intimal, demonstrando a aterosclerose, em menor intensidade no
grupo 6.

Na Figura 13 observa-se a microscopia da aorta de um dos animais dos
grupos G1 a G6. No grupo G1 a superficie intimal apresenta-se homogeneamente
lisa, sem qualquer espessamento, o que nao acontece nos Grupos G2 e G3.
Nestes animais dos grupos G2 e G3 a superficie intimal é irregular, por deposi¢céao
heterogénea de gordura, sobre a forma de cristais de colesterol, células
inflamatdrias e fibrose. Nota-se a reducdo progressiva destes componentes a
partir do grupo G4. O pequeno aumento (2,5X) ndo permite identificar cada um
destes elementos histologicos na figura, o que foi feito pormenorizadamente em

cada animal até a capacidade maxima do microscopio.
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Figura 13. Microscopia das aortas nos grupos 1 a 6, aumento 2,5x, coradas pela
Hematoxilina/Eosina, demonstrando o espessamento intimal, secundario a aterosclerose,
salientando o menor grau de acometimento no grupo 6.

Na figura 14 estdo apresentados os exemplos microscopicos da figura 13

em maior aumento (X10), pormenorizando os aspectos da deposigao lipidica.
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Figura 14. Microscopia das aortas nos grupos 1-6, aumento 10x coradas pela
Hematoxilina/Eosina, demonstrando o espessamento intimal, secundario a aterosclerose,
salientando a constituicdo da placa, na qual predomina colesterol extracelular nos grupos
2,4 e 5. Nos grupos 3 e 6 ja ocorre a presenga de tecido colageno.

4.5 FUNGAO ENDOTELIAL

A funcado endotelial de todos os grupos esta representada na figura 15 e

na figura 16 esta representada a agao do nitroprussiato sobre a musculatura lisa.

A funcéo endotelial foi significativamente menor nos grupos G2 a G6 em

relagéo ao grupo G1.

A funcao endotelial foi significativamente menor no grupo G3 em relagao
aos grupos G4, G5 e G6.
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Nao houve diferenca significativamente entre os valores da funcao

endotelial nos grupos G4 e G5.

Nos grupos G4 e G6 os valores da fungdo endotelial significativamente

maior em relagao aos grupos G2 e G3.

O grupo G6 apresentou, valor da fungcdo endotelial significativamente

maior em relagao aos grupos G4 e G5.

Os resultados ndo significativos observados na agao do nitroprussiato de
sédio em todos os grupos demonstra que a musculatura lisa ndo foi afetada em

funcao da dieta hipercolesterolémica e acdo da rosuvastatina.
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Figura 15. Resultados da fungdo endotelial nos 6 grupos,
considerando *p<0,05 em relagdo a G1, ° p<0,05 em relagdo a G2 e
& p<0,05 em relacdo a G3.
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Demonstrando que nao houve diferenga significativa entre os grupos (p

> 0,05).
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5. DISCUSSAO



A utilizacao de dietas para manter o bom funcionamento do organismo
nao € uma recomendagao recente, sendo uma pratica desde que o cardiologista
Even E. H. Ahrens Jr, um dos pioneiros em pesquisa clinica, comprovou que a
dieta tem efeito no aumento ou diminuigao do colesterol e € imprescindivel manter

uma dieta equilibrada®?.

No presente estudo observou-se que a dieta hipercolesterolémica
oferecida aos animais no periodo de 4 meses foi suficiente para gerar aumento
significativo do colesterol total, triglicérides, HDL-c e LDL-c, confirmando que o
coelho € um dos animais mais suscetiveis a indugcdo de hipercolesterolemia
através de dieta. Também, € considerado como modelo apropriado para o estudo
da aterosclerose por responder rapidamente a inducdo da dieta
hipercolesterolémica e apresentar varios tipos de lesdes!’?. A hipercolesterolemia
e suas complicagdes tém sido relatadas ocorrendo em varias concentracboes de
colesterol na dieta. Assim, Kolodgie et al.(™
colesterol: 0,05%, 0,10%, 0,15%, 0,20% e 0,25% na dieta por um periodo de 32

semanas e constataram que ocorreu aumento do colesterol, peroxidacéao lipidica,

estudaram varias concentragdes de

disfungdo endotelial maxima e aterosclerose grave na aorta em concentragoes
maiores de colesterol na dieta (>0,15%), como os achados do presente estudo.

Jayakody

, confirmaram que ocorre disfuncdo endotelial, aumento de lipides
plasmaticos e colesterol da aorta em coelhos alimentados com dieta enriquecida

por colesterol a 2%, por um periodo de 6 semanas.

Os resultados do presente estudo demonstram que as elevacgoes lipidicas
no plasma, principalmente colesterol total e LDL-c, acompanham os fenébmenos
ocorridos na parede arterial, verificando-se aumento do colesterol tecidual, da
peroxidagao lipidica, disfuncdo endotelial e o desenvolvimento da aterosclerose.
Tais fatos tém sido mostrados ocorrer precocemente neste sentido®? e,
demonstrado pelos resultados do estudo em discussdo, continuar-se durante a
75)

manutengdo prolongada da dieta e até apds a suspensdo. Oubina et al.

trataram coelhos com dieta enriquecida com colesterol a 1%, por 12 semanas, e
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estudou o efeito dos marcadores inflamatérios, balango fibrinolitico, fungao
endotelial e placas de aterosclerose e concluiram que ocorre aumento de
interleucina 1 B, interleucina 6, proteina C reativa, piora na funcdo endotelial e
presenca de placas de aterosclerose. Prasad’® "], tratando coelhos
hipercolesterolémicos por um periodo de 8 semanas com dieta a 0,25% e 0,5%,
respectivamente, estudou a peroxidacao lipidica e a aterosclerose. Em ambos

encontrou aumento como os resultados do presente trabalho.

Assim, a concentracdo de colesterol utilizada para desencadear
dislipidemia experimental é bastante variada na literatura, sendo a que foi utilizada
no presente estudo (0,5%), adequada para esta finalidade. O mesmo pode se
dizer para o periodo de utilizagdo da dieta, que variou de 6 semanas‘’* ’® até 32
semanas!™, ocorrendo 0 mesmo para os periodos de suspens&o (3 a 32
semanas), ndo havendo padronizagao para esta finalidade. Assim, o periodo de
16 semanas para a indugao de aterosclerose e 0 mesmo para suspensao da dieta
no presente estudo esta entre aqueles utilizados na literatura, sendo adequados a

este tipo de observagao.

Tempo inferior de observacéo apds a suspensao da dieta (3 semanas),
correspondendo a metade daquele utilizado para a dieta hipercolesterolémica foi

utilizado por Tsantila et al."®, havendo redugao dos lipides plasmaticos.

No desenho do presente estudo identificou-se o grupo G3 como tendo
intervengao apenas no estilo de vida e nos demais G4, G5 e G6 0 uso de uma
estratégia terapéutica, atualmente, utilizada como a mais eficiente na reducao do
colesterol total e LDL-c, ou seja, o tratamento com estatinas, no caso a

rosuvastatina.

Nos coelhos do grupo G3, apenas com a suspensdo da dieta
hipercolesterolémica, os valores de colesterol total, LDL-c, HDL-c, TG (figuras 5, 6,

7 e 8) reduziram-se a aqueles do grupo controle G1.

Estes resultados sdo coerentes com os achados de Jayakody et al.,'" que

trataram coelhos com racdo enriquecida com colesterol a 2%, por 6 semanas,
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com retorno a racdo sem colesterol, por periodos de 14 e 32 semanas, €

observaram que o colesterol total e triglicérides voltaram aos niveis iniciais.

Prasad’® ’” em estudo semelhante utilizou colesterol a 0,25% e 0,5% por
8 semanas e suspensao da dieta por 16 semanas, também, demonstraram ocorrer
diminuicdo dos lipides plasmaticos e, mais recentemente, Tsantila et al.(78),
utilizando ragéo enriquecida com colesterol a 1%, por 6 semanas e regressao por
3 semanas, encontraram resultados semelhantes em relagdo aos lipides

plasmaticos.

A diminuigao do colesterol tecidual (figura 9) ocorreu nos coelhos do grupo
G3, porém néo chegou aos valores normais do grupo G1, mantendo-se elevado

significativamente.

Isto demonstra que o metabolismo tecidual ndo acompanha paralelamente
as alteracdes lipidicas ocorridas no plasma, espontaneamente, com a suspensao
da dieta. Almeida et al.®® verificaram este fato ao estudar o aumento progressivo
dos lipides em coelhos com dislipidemia mista induzida por dieta. Os coelhos
foram alimentados com dieta enriquecida com colesterol a 0,5% e separados por
elevagbes graduais do colesterol total de 100 a 1000 mg/dl, com intervalo de
100mg, verificando que os parametros teciduais: colesterol, peroxidagao lipidica e
disfungdo endotelial ndo aumentaram progressivamente como o0s niveis
plasmaticos. Os autores interpretaram os resultados considerando que o
transporte das LDL-c para o interior da parede arterial depende de mecanismos
regulaveis e nao regulaveis como receptores de membrana, pinocitose, filtragao
através de lacunas paracelulares ou difusdo por canais transendoteliais e devem
atuar como regulador protegendo a parede vascular contra valores criticos do

colesterol tecidual.

A peroxidagao lipidica no grupo G3 nao diminuiu aos niveis do grupo G1,
mantendo-se como no grupo G2, hipercolesterolémico. Esse resultado
demonstra que pode existir relagcdo de peroxidacao lipidica tecidual com os niveis

de colesterol tecidual. Assim, Ribeiro Jorge et al®®, estudaram a reversao rapida
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da disfuncéo endotelial em coelhos hipercolesterolémicos. Os autores observaram
que o aumento da peroxidagao lipidica e do colesterol tecidual ocorre
paralelamente e foram considerados os responsaveis pela disfuncdo endotelial

encontrada.

Portanto, os resultados encontrados demonstram que mesmo com o0s
lipides plasmaticos em niveis normais, a intensidade do colesterol tecidual € capaz
de continuar a produzir espécies reativas de oxigénio, contribuindo para manter o

estado aterogénico na parede arterial.

Os resultados observados na tabela 2 e figuras 9, 10 e 11, demonstram
que a quantidade de aterosclerose neste grupo G3 foi semelhante ao grupo G2,

hipercolesterolémico.

Outros relatos na literatura também encontraram a manutencdo da
aterosclerose apds essa suspensdo, nado se constatando diminuicdo de

concentragado de colesterol tecidual™.

Entretanto, demonstrou também aumento da quantidade de células
musculares lisas e a manutencdo do tamanho das placas de aterosclerose,

mesmo apos 72 semanas de suspensao da dieta.

Assim, é possivel que o clearance de remogao do colesterol tecidual da
intima arterial ndo seja suficientemente rapido para, no tempo de observagao,

determinar o retorno aos niveis do controle normal.

O fato de ter havido redugéo significativa do colesterol tecidual em relagao
ao grupo G2, pode contribuir para a impressao, de que se necessitaria maior
tempo de observacdo apos a suspensao da dieta hipercolesterolémica, para se
atingir os niveis de colesterol tecidual do Grupo G1.

No entanto, em estudo recente, Riedmuller et al.(SO), induziram

aterosclerose utilizando 2,0% de colesterol na dieta por um periodo de 6 semanas
e estudaram os coelhos em periodos variaveis de 15 até 78 semanas. Apds a

suspensao da dieta hipercolesterolémica, verificaram a progressao e regresséo da
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aterosclerose e a composicao da placa. Verificaram que houve modificagcdo nos
componentes desta, caracterizada por diminuigdo da densidade de macrofagos,
diminuicdo gradual de colesterol da aorta, ocorréncia de apoptose e aumento das
células musculares lisas. Os autores observaram resultados semelhantes aos do
presente estudo em relagdo a quantidade de colesterol tecidual, que reduziu
significativamente aos grupos G2, hipercolesterolémico, mas se manteve bem
acima do grupo controle G1, nunca hipercolesterolémico, em valores 2,3 vezes
maior. O fato de Riedmuller et al.®”), terem observado este fato até 1 ano e meio
(78 semanas) ap6s a suspensao da dieta, contradiz a hipétese de que o tempo de

observacao no presente estudo teria sido insuficiente para este fim.

Assim, é possivel que muito mais tempo apds a suspensao da dieta seja
necessario para a normalizacido do colesterol tecidual ou, entdo, que nunca ocorra
o retorno aos parametros dos animais controle, ndo hipercolesterolémicos. Nao se
encontrou na literatura explicacbes para este fato, a ndo ser os dados gerais
hipotéticos de Almeida et a.[®®. Outro fator a ser responsabilizado pela
manutencdo da aterosclerose apds suspensido da dieta hipercolesterolémica no
grupo G3 seria a incapacidade dos mecanismos antioxidantes de inativar o stress
oxidativo.

Prasad® 7"

verificou que no grupo regressiao ocorreu aumento da
atividade antioxidante e aumento do stress oxidativo e considerou que esses
fatores foram responsaveis pela ndao diminuicdo da placa de aterosclerose. O
processo aterosclerdtico continuaria, mesmo apos suspensao da dieta, porque
nao ocorre diminuicao de colesterol na parede arterial apesar da diminuicdo dos

lipides plasmaticos.

Tsantila et al."®, somente comentaram que retirando a dieta nao ocorre

diminuigao da placa e que esses resultado sao coerentes com outros autores.

A disfungédo endotelial (Figura 15) observada no G3 foi intensa como no
grupo G2, acompanhando os fendmenos ocorridos na parede arterial,

demonstrando sua dependéncia do colesterol tecidual e oxidagéao lipidica, como ja
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demonstrado®® 8. Outros autores, como Jayakody!"*

, em estudo semelhante,
porém com tempos mais longos de observacdo, apos a retirada da dieta

hipercolesterolémica, encontraram resultados semelhantes.

Os autores explicam tal fato devido a continuidade do processo
aterosclerotico que diminui os receptores de calcio que estdo associados com

(62.83) trataram coelhos hipercolesterolémcios com seqiiestradores de

aterogénese
calcio e demonstraram que os animais tratados tinham diminuicdo de calcio
intracelular e, consequentemente, menor quantidade de placas, porém sem

alteracao na concentracao de colesterol total.

Quanto a manutengao dos niveis de colesterol tecidual e oxidagao lipidica
na parede € responsavel por esta disfungao endotelial ou se esta disfungao seria a
responsavel pela ndo reducdo dos 2 primeiros eventos ainda nio foi abordado
pelos estudos encontrados na literatura’” ™®, estando o assunto em aberto.
Outros mecanismos responsaveis pela aterogénese podem estar envolvidos e até

serem desencadeados pela oxidagao lipidica e disfungcédo endotelial.

Neste sentido, o papel do calcio precisa ser definido, pois ja se
demonstrou que o aumento intracelular deste ocorre em toda lesao tecidual e a
aterosclerose nao se constitui em excecao haja vista o encontro de quantidades

varidveis de placas ateroscleréticas calcificadas®?.

Associada a estes dados encontram-se as evidéncias de que os
bloqueadores de calcio reduzem a intensidade de aterosclerose experimental por

dieta hipercolesterolémica®?.

Analisando os lipides plasmaticos (Figuras 5, 6, 7 e 8) verificou-se que nos
grupos tratados com rosuvastatina G4, G5 e G6, estes diminuiram
progressivamente, sendo que no grupo G6 retornou aos padrées do grupo G1.
Verificou-se que o acréscimo da estatina a interrupgdo da dieta
hipercolesterolémica reduziu os niveis dos lipides plasmaticos abaixo do normal,
significativamente, nos animais do grupo G6, comprovando, novamente, que as

estatinas séo eficientes em diminuir o colesterol total, LDL-c, triglicérides e
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aumentar o HDL-c. Todavia, ndo se encontrou na literatura artigos referentes a

tratamento de aterosclerose e rosuvastatina especificamente em coelhos.

Assim, ndo se tém estudos experimentais com 0 mesmo modelo animal

para que os dados sejam comparados.

No entanto, em camundongos deficientes em receptor de LDL (LDL-r),
Guo et al.®? estudaram a hipercolesterolemia induzida por dieta com colesterol a
1,25% e dividiram os animais em 2 grupos: um grupo hipercolesterolémico e outro
acrescido de rosuvastatina. Ao final do estudo verificaram os parametros
bioquimicos, oxidagdo de LDL-c, aterosclerose e concentragdo de colageno,
concluindo que a rosuvastatina, melhorou a oxidagdo de LDL-c e diminuiu as
placas de aterosclerose, interpretando os resultados como consequéncia aos
efeitos redutores de colesterol e aqueles pleiotrépicos ja conferidos as estatinas.

Comparando os resultados obtidos neste estudo com os de Guo et al.®¥.

verificou-se que os coelhos da raca Nova Zelandia utilizados no presente estudo
apresentaram resultados semelhantes em relacdo a melhora nos parametros
bioquimicos e na aterosclerose, constituindo-se em um modelo a ser usado frente

a esta nova estatina.

Enomoto et af®® estudaram a acao da rosuvastatina na apoptose, célula
endotelial e redugdo da formacdo de lesdes ateroscleréticas em camundongos
deficientes em ApoE (20mg/kg/dia por 24 semanas) e demonstraram que nao
houve alteragdo nos lipides plasmaticos; porém, ocorreu melhora nas células
endoteliais da aorta comprovado por imuno-histoquimica, através de anticorpo
monoclonal Anti-CD31. A coloragdo com sudam IV demonstrou que ocorreu
diminuicdo de placas de aterosclerose e ocorreu aumento de colageno e

diminuicao da infiltragdo de macréfagos.

No presente estudo, também, verificou-se reducdo da aterosclerose,

devido a reducao do colesterol tecidual e diminui¢do do processo oxidativo.

Comparando os resultados dos parametros bioquimicos nos coelhos do

grupo G2 e G3 com os grupos tratados com rosuvastatina, verificou-se que os
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valores melhoraram progressivamente em relacédo ao grupo G2 e igualou-se ao
grupo G3, sendo que no grupo G6 tratado por 4 meses houve melhora acentuada

em relagao ao G1.

Os resultados demonstram a relagdo temporal dos resultados do
tratamento com rosuvastatina. Isto tem sido \verificado em humanos
hipercolesterolémicos, também, com a dose do medicamento, sendo que
melhores resultados sdo observados quando sao utilizados doses maiores em

tempo mais prolongado®®).

O mesmo aconteceu com o colesterol tecidual, observando-se reducéao
progressiva nos grupos G4, G5 e G6, sendo que apenas neste ultimo, alcangou os

niveis do grupo G1 (Tabela 2 e Figura 9).

No entanto, para a peroxidacao lipidica tecidual ndo houve modificacdes
significantes nos grupos G4 e G5 em relagao aos grupos G2 e G3. Ja no grupo G6
houve reducgao significativa, praticamente igualando-se aos resultados do grupo
G1. Embora n&o discuta a estreita relacdo entre o conteudo de colesterol tecidual
e oxidacao lipidica na parede arterial esta ndo ocorreu proporcionalmente a
reducao da primeira. Os resultados do grupo G6 demonstraram que o colesterol
tecidual deve ser reduzido aos parametros do grupo G1, normal, para que a

oxidagao lipidica diminua significativamente.

Assim, parece demonstrado neste sentido, que o efeito da estatina na
oxidacao lipidica esta intimamente associada a sua acao hipolipemiante, uma vez
que isto ocorrreu apenas com valores muito baixos de colesterol total, LDL-c e

colesterol tecidual, observados no grupo G6.

Como ja salientado anteriormente, é creditado as estatinas efeitos
pleiotropicos independentes da redugao de colesterol®, o que pode ser colocado
em discussdo pelos resultados aqui apresentados. Também, para o0 nosso
conhecimento, € a primeira vez que se demonstra em um mesmo trabalho a
sequéncia temporal da relacdo colesterol e oxidagao lipidica teciduais com os

parametros bioquimicos plasmaticos.
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Os mecanismos conhecidos de transporte reverso do colesterol, mediados
por HDL, retroendocitose e difusdo passiva de colesterol livre®®®” nao parecem
ser suficientes para reduzir o colesterol e peroxidacao lipidica tecidual a nado ser
em situagdes de quantidade de lipides plasmaticos muito baixas, como ocorreu no

grupo G6.

Do ponto de vista pratico, a estatina contribuiu neste sentido e confirma as
diretrizes atuais que orientam a redugdo maxima do colesterol total e,
principalmente LDL-c, para se alcancar diminuicdo significativa de eventos

clinicos®®.

Fenbmenos semelhantes ocorreram com a fungcdo endotelial e a
quantidade de aterosclerose (tabela 2, figuras 15 e 11). A partir do grupo G4,
houve redugdo da disfungcdo endotelial e alcangou seu maximo no grupo G6,
assim como a redug¢ao da quantidade de aterosclerose, embora nao alcancassem
os niveis do grupo G1, coelhos nao hipercolesterolémicos. Estes resultados
demonstraram a relagdo linear entre a diminuicdo do colesterol total, LDL-c
plasmaticos com os fenbmenos parietais. Restaria as estatinas apenas a funcao
de acelerar tal processo, independentemente dos efeitos pleiotropicos destes

farmacos? Os resultados permitem inferir tal assertiva.

No entanto, analisando a melhora da disfungcdo endotelial e redugao da
aterosclerose no grupo G4, mas principalmente no grupo G5, necessita-se
relaciona-la ao uso de estatina, uma vez que isto ndo ocorreu no grupo G3. Este
manteve a disfuncdo endotelial e quantidade de aterosclerose semelhante ao
grupo G2, coelhos hipercolesterolémicos. Assim, os efeitos pleiotropicos
independentes da reducio de colesterol creditados a estes farmacos, tais como:
aumento e mobilizagdo de células progenitoras do endotélio, redugédo na produgao
de tromboxane A2 com diminuicdo na quantidade de colesterol nas membranas
das plaquetas, atividade anti-inflamatoria e acao das metaloproteinases da matriz

extracelular, reverteriam ou impediriam o surgimento da aterosclerose? Os
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resultados obtidos n&o permitem resolver tais duvidas, necessitando a exploragao

de outros possiveis mecanismos que poderiam justificar os resultados.

Todavia, a aterosclerose induzida por dieta hipercolesterolémica em
coelhos s6 apresentou regressdo significativa apds suspensdo da dieta
hipercolesterolémica associada ao uso de estatina, o que justifica o grande mérito
dado a este grupo de farmacos redutores do colesterol, observados na pratica

médica atual.
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6. CONCLUSAO



Na evolugdo da aterosclerose ocorre aumento dos lipides
plasmaticos, colesterol e peroxidagcao lipidica teciduais, disfuncao

endotelial e aterosclerose na aorta.

Na involugdo espontanea ocorre retorno aos niveis normais dos
lipides plasmaticos, porém a peroxidagao lipidica a fungao endotelial

e aterosclerose continuam alterados.

Nos coelhos tratados com rosuvastatina por 1 més e 2 meses ocorre
diminuigcdo dos lipides plasmaticos, colesterol tecidual e pequena
melhora na disfuncdo endotelial. Entretanto, a peroxidacao lipidica e

aterosclerose da aorta ndo diminuiram.

Nos coelhos tratados com rosuvastatina por 4 meses, tanto os lipides
plasmaticos, quanto os fatores teciduais, fungdo endotelial e

aterosclerose da aorta melhoraram significativamente.

O tempo de administracdo do medicamento foi um fator essencial

para que ocorresse a involugcédo da aterosclerose.
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