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RESUMO




A aterosclerose € caracterizada pelo recrutamento de mondcitos e linfocitos para a parede
do vaso. O efeito desencadeador deste processo € o acumulo de particulas de LDL
minimamente oxidadas, as quais estimulam as células endoteliais a produzirem moléculas
pré-inflamatérias. Em adi¢do a LDL oxidada, varios outros fatores modulam a inflamacao
tais como for¢as hemodinamicas, hormodnios sexuais e infeccdo. O objetivo deste estudo foi
demonstrar o efeito anti-aterogénico do DMA, 6,7-Dimetoxi-4-N-(3’-N’,N’-
dimetil)fenilaminoquinazolina, em camundongos LDLr" . Este efeito pode ser relacionado
com a propriedade anti-inflamatdéria do composto estudado, por evidéncias de que o mesmo

aumenta a biodisponibilidade de adenosina nos tecidos pela inibi¢do da adenosina quinase.

Nossos resultados mostraram que o DMA administrado via oral, tanto no tratamento
preventivo, quanto no tratamento de lesdes pré estabelecidas, em camundongos LDLr"
alimentados com dieta hipercolesterolémica (1,25% colesterol e 0,5% acido célico) diminui
o tamanho das placas ateroscleréticas em 67% e 52%, respectivamente, em relacdo ao
grupo controle que recebeu veiculo. Esses dados foram obtidos através da planimetria das
lesOes aterosclerdticas na base da artéria aorta com a coloro¢do Oil Red O especifica para
lipidios. A dieta hipercolesterolémica (HC) por 15 e 30 dias reduziu o triglicéride sérico,
medido pelo sistema de cromatografia liquida, em cerca de 50% sendo que o tratamento
com DMA cancelou esta reduc¢do. A dieta HC por 15 e 30 dias aumentou o colesterol
sérico, em cerca de 2 vezes nos camundongos LDLr™". Camundongos tratados com DMA e
dieta HC apresentaram niveis de colesterol total maiores do que o grupo alimentado
somente com dieta HC. Dados revelaram que este aumento foi devido ao maior nivel de
HDL circulante nos camundongos tratados com o composto DMA. Todos os camundongos
em tratamento, tanto com DMA quanto com veiculo, apresentaram reducdo do peso
corporal em relacdo ao grupo de camundongos alimentados com dieta hipercolesterolémica

(HO).

Resumo
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ABSTRACT




Atherosclerosis is characterized by the recruitment of monocytes and lymphocytes to the
artery wall. A triggering event for this process is the accumulation of minimmally oxidized
LDL, which stimulates the overlying endothelial cells to produce a number of pro-
inflammatory molecules, including hemodynamic forces, sex hormones and infection. We
demonstrated that DMA, 6,7-Dimethoxi-4-N-(3’-N’,N’-dimethyl)phenilaminoquinazoline,
have an anti-atherogenic effect in mice LDLr™. This effect could have a relationship with
an anti-inflammatory property of adenosine in tissues, by the inhibition of adenosine

kinase.

Results showed that DMA administrated by oral via, as prevent treatment,
as pre-established lesions, in mice LDLr" with hypercholesterolemic diet
(1,25% cholesterol and 0,5% colic acid), decreases atherosclerotic lesions in 67% and
52% respectively in relation of the vehicle group. These data was obtained by planimmetric
study of atherosclerotic lesions in the base of aortic arthery with Oil Red O especific for
lipids. The hypercholesterolemic diet by 15 and 30 days, decreases serum tryglicerides in
50%, in the other way, the treatment with DMA cancelled this reduction. At the same time,
HC diet by 15 and 30 days increases total cholesterol serum, in 2 times in mice LDLr".
Mice treatment with DMA and hypercholesterolemic diet showed serum cholesterol higher
than the HC group (control). Results demonstrated that this increase have relationship with
higher HDL serum level in mice treated with compound. All mice in treatment

(DMA and Vehicle group) had the weight decreased.

Abstract
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Aterosclerose ¢ uma doenca progressiva caracterizada por um actmulo de
lipidios e elementos fibrosos nas grandes artérias. As lesdes iniciais da aterosclerose
consistem em acumulo de colesterol em macréfagos no endotélio, também conhecidas
como células espumosas. Em humanos, podem ser encontradas na aorta na primeira década
de vida, nas corondrias na segunda década e nas artérias cerebrais nas terceira e quarta
décadas. Pela dinamica diferencial do fluxo sanguineo, existem locais “preferenciais” para
a formagdo das lesdes nas artérias. As estrias gordurosas nao sdo significantes clinicamente,
mas sdo precursoras da maioria das lesdes avancgadas caracterizadas pelo acumulo de
lipidios, debris necroticos e células musculares lisas (Lusis,2000). As lesdes fibrosas tipicas
possuem uma capa fibrosa formada por células musculares lisas e matriz extracelular que
envolvem um nucleo necrético rico em lipidios. As placas podem se tornar extremamente
complexas, com calcificagdo, ulceracdo na face luminal e hemorragia de pequenos vasos
que crescem na camada média da parede vascular. Além disso, as lesdes avangadas podem
crescer o suficiente bloqueando o fluxo sanguineo o que provoca uma oclusao aguda,
um trombo, resultando em um infarto do miocardio ¢ derrame. Comumente, a trombose
estad associada com a ruptura ou erosdo da lesdo. Os eventos da aterosclerose vém sendo
elucidados por estudos em modelos experimentais de animais como coelhos, porcos,
roedores e primatas (excluindo os seres humanos). Camundongos nocautes para a
Apolipoproteina E ou para o receptor de LDL(Low Density Lipoprotein) desenvolvem
lesdes avancadas e sdo os modelos mais utilizados para estudos genéticos e fisiologicos
(Tamminen et al,1999). A primeira mudanga observada na parede arterial em animais
alimentados com dieta hipercolesterolémica ¢ o acumulo de particulas de lipoproteina e
agregados na intima em locais de predile¢do para a formacao de lesdo. Em dias ou semanas
os monocitos aderem na superfice do endotélio. Os mondcitos migram através da
monocamada endotelial até a intima, onde proliferam, se diferenciam em macrofagos e
englobam lipoproteinas, formando as células espumosas (Ross,1993). Com o tempo,
as células espumosas morrem, e passam a fazer parte do nucleo necrotico da lesdo.
Algumas estrias gordurosas acumulam células musculares lisas que migram da camada
média do vaso. Com a secre¢do de elementos fibrosos pelas células musculares lisas,
sao desenvolvidas placas fibrosas que aumentam o tamanho da lesdo. Inicialmente,

as lesdes crescem para a adventicia, depois comegam a se expandir para o limen do vaso
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(figura 1). As lesdes continuam a crescer pela migracdo de células do sangue,
acompanhadas de proliferagdo celular, producdo de matriz extracelular e acumulo de
lipidios. A aterogénese ¢ uma resposta a injuria causada pelas lipoproteinas e outros fatores

de risco(Libby,1999).

Estudos epidemiolédgicos dos tltimos 50 anos revelaram varios fatores de risco
para aterosclerose. Estes podem ser agrupados em fatores genéticos, os quais tem grande
influéncia. A abundancia relativa de diferentes lipoproteinas no plasma parece ser o fator
primario para a elevagdo de lipoproteinas aterdgenicas que sdo um pré-requisito para a
maioria das formas da doenca. Com excecao do sexo, o nivel de lipoproteina, cada um dos
fatores de risco envolve varios genes. Esta complexidade pode ser elucidada por
cruzamentos genéticos em animais; estudos em roedores tém revelado varios genes que
contribuem para os niveis de lipoproteina, peso corpéreo e outros fatores de
risco(Mehrabian et al,1998). A importancia dos fatores genéticos e como se comportam nas
doengas cronicas cardiovasculares vem sendo estudados em muitas familias e
gémeos(Goldbourt e Neufeld,1988). Na populagdo estudada, a hereditariedade da
aterosclerose tem sido mostrada em varios estudos, frequentemente excedendo 50% em
relacio a populacdo normal. Estudos em populagdo migrante, por outro lado,
mostra claramente que o ambiente influencia na incidéncia da doenca nas populagdes.
Assim, a forma mais comum de doenga cardiovascular cronica ¢ resultado da combinagao
de um ambiente que ndo ¢ saudavel, suscetibilidade genética e habitos diarios

(Lusis et al,1998).
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Figura 1- Artérias corondrias seccionadas transversalmente demonstrando as laminas elasticas

interna ¢ externa da parede do vaso.

http://gyalogbodza.freeblog.hu/archives/2005 Jan gyalogbodza.htm

Interacoes moleculares e celulares

Estudos patoldgicos t€ém revelado varias modificagdes no vaso durante a
aterogénese e mostrou células inflamatorias derivadas do sangue, particularmente
monocitos/macroéfagos que possuem um papel crucial. Estudos de cultura de tecidos com
células vasculares e mondcitos/macrofagos sugeriram possiveis modos de iniciacdo de
progressao da doenca. Foram fornecidas evidéncias do principal papel do endotélio na
mediacao da inflamacao, e sugeriram que o acimulo de LDL oxidada na intima contribuem
para o recrumento de mondcitos e formacdo de células espumosas. Durante a década
passada, o entendimento dos mecanismos moleculares da aterogénese foram melhor

entendidos em estudos em animais transgénicos(Smithies e Maeda,1995).

Inicio da lesdao

O endotélio ¢ uma barreira permedvel entre o sangue e os tecidos.
Possui fungdes sensoriais e executadoras, e pode gerar moléculas efetoras que regulam a
trombose, inflamagdo, tonus vascular e remodelamento. Por exemplo, a remocdao do

endotélio resulta em uma migragdo e proliferagdio de células musculares lisas,
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que regeneram o mesmo(Gimbrone,1999). Entre as forgas fisicas importantes que agem nas
células endoteliais estd a “shear stress”, a qual tem efeito na morfologia das mesmas
(Figura 2). Células nas regides tubulares das artérias, onde o sangue flui uniforme e
laminar, sdo elipsoides na forma e alinhadas na dire¢do do fluxo. Células nas regides de
curvatura, onde o fluxo ¢ conturbado, possuem formas poligonais € nenhuma orientagao
particular. Essas areas apresentam uma maior permeabilidade para as macromoléculas
como as de LDL e s3o os principais locais para a forma¢do de lesdo(Gimbrone,1999).
O primeiro evento da aterosclerose ¢ o acumulo de LDL na matriz subendotelial.
O actimulo ¢ maior quando os niveis de LDL circulante aumentam, ¢ o transporte ¢ a

retencdo do LDL aumentam (figura 2).

Estudos epidemioldgicos de populagdes migrantes com uma dieta rica em
gordura, indicaram fortes associagdes entre o estilo de vida, e a dieta como fator mais
importante. Dietas ricas em gordura e em colesterol usualmente s3o utilizadas em pesquisas
em animais de laboratorio(Assmann et al,1999). Associagdes com o fumo também foram
observadas em varios estudos, sendo mostrados beneficios quando esse era cessado
(Assmann et al,1999). Niveis baixos de antioxidantes ndo tiveram resultados conclusivos,
entretanto antioxidantes soliveis em gordura protegeram animais de experimentagdo contra
a aterosclerose (Steinberg e Witztum,1999). Estudos epidemioldgicos de agentes
infecciosos sugeriram evidéncias de associagdes com agentes infecciosos, como a

Chlamydia pneumoniae e a formacao da lesao em estudos animais (Hu et al,1999).

LDL se difunde passivamente entre as jungdes das células endoteliais,
e sua retengdo na parede do vaso parece envolver interagdes entre a apolipoproteina B,
constituinte do LDL e a matriz de proteoglicanos (Boren et al,1998). Em adi¢ao ao LDL,
outra apoB que faz parte de lipoproteinas, chamada de lipoproteinas e remanescentes,
pode se acumular na intima e promover aterosclerose. A particula de LDL que contém um
polipeptideo adicional(conhecida como apolipoproteina), que se liga com a ApoB através
de ponte de disulfeto, parece ter um efeito aterogénico adicional na fibrindlise e no
crescimento de células musculares lisas (Grainger et al,1994). As particulas de LDL que
sdo proprias do organismo sdo englobadas pelos macroéfagos mas nao rapidas o suficiente
para formarem células espumosas, sendo assim proposto que estas sao modificadas na

parede do vaso (Goldstein et al,1979). Foi mostrado posteriormente que a molécula de LDL
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que se infiltra sofre modificagdes como oxidagdo, lipdlise, proteodlise e agregacao,
e que essas modificagdes contribuem para a inflamag¢do assim como para a formacdo de
células espumosas. Uma das modificagdes mais importantes para a formacdo da lesdo
inicial ¢ a oxidacdo de lipidios, que se transformam em moléculas de LDL minimamente
oxidadas e que possuem uma atividade pré-inflamatéria, ndo sufuciente para serem
reconhecidas por macréfagos. HDL ¢ uma molécula protetora contra a aterosclerose.
Um mecanismo importante deste efeito, ¢ que as moléculas de HDL retiram o excesso de
colesterol dos tecidos periféricos. Em adi¢do, HDL protege inibindo a oxidacdo de
lipoproteinas. As propriedades anti-oxidantes da HDL, ¢ em parte pela paraoxonase,
uma esterase carregada pela molécula de HDL que degrada fosfolipidios oxidados

(Hegele,1999)

(Shih et a1,2000).
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Figura 2- Lesdo inicial. Os locais de predilecdo para a formacdo de lesdes sdo determinados,
em parte pelas for¢cas hemodinadmicas que agem nas células endoteliais. Isto influencia
a permeabilidade da barreira endotelial e a expressao dos genes das células endoteliais
assim como os de 6xido nitrico sintase(NOS). Um evento importante na iniciacdo da
lesdo ¢ a retencdo de LDL pela ApoB com os componentes da matriz. As moléculas de
LDL sofrem oxidagdo pelas espécies reativas de oxigénio(ROS). A oxidac¢ao de LDL
¢ inibida pelas moléculas de HDL, as quais contém uma proteina antioxidante(PON1)

(Lusis,2000).
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Inflamacao

r

A aterosclerose ¢ caracterizada pelo recrutamento de mondcitos e linfocitos
para a parede do vaso. O efeito desencadeador deste processo € o acumulo de particulas de
LDL minimamente oxidadas, as quais estimulam as células endoteliais a produzirem
moléculas pro-inflamatorias, incluindo moléculas de adesdo e fatores de crescimento,
como fator de estimulagdo de colonia de macrofagos (M-CSF) (Figura 3). A LDL oxidada
pode também inibir a producdo de 6xido nitrico (NO), um mediador quimico de varias
propriedades anti-aterogénicas, incluindo vasorelaxamento. Em adicdo a LDL oxidada,
varios outros fatores modulam a inflama¢do como forcas hemodindmicas, niveis de
homocisteina, hormonios sexuais ¢ infec¢do. Diabetes pode promover a inflamagao,
em parte, pela formagao de produtos finais da glicosilagdo que interage com receptores
endoteliais (Hofmann et al,1999). A entrada de tipos especificos de leucdcitos pela parede
do vaso ¢ mediada por moléculas de adesdo e fatores quimiotaticos. Depois das células
endoteliais serem expostas ao LDL oxidado, elas se ligam aos mondécitos. O primeiro passo
para a adesdo, ¢ o “rolamento” dos leucocitos pela face endotelial, mediada por selectinas,
que ligam os carboidratos ligantes das células endoteliais nos leucécitos. A adesdo de
mondcitos e células T no endotélio podem ser mediadas pela integrina VLA-4 dessas
células, que interagem com a VCAM-1 do endotélio e a CS-1 da fibronectina.
In vivo e in vitro estudos tém sugerido que essas interagcdes possuem um papel crucial na
aterosclerose (Shih et al,1998). A citocina M-CSF estimula a prolifera¢do e diferenciacao
de macréfagos, e influencia vérias fungdes dos macréfagos como a expressao de receptores

do tipo scavenger (Smith et al,1995).
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Figura 3- Particulas de LDL oxidadas estimulam as células endoteliais a produzirem moléculas de
adesdo, proteinas quimiotaticas e fatores de crescimento, resultante do recrutamento de
monocitos para a parede do vaso, além de inibirem a producao de NO e a expressdo de

moléculas de adesao leucocitaria.(Lusis,2000).

Formacio de células espumosas

As moléculas de LDL antes de serem englobadas por macréfagos,
se transformam em moléculas altamente oxidadas. Essa modificacdo envolve espécies
reativas de oxigénio produzidas por células endoteliais e macréfagos e enzimas como a
mieloperoxidase, esfingomielinase e fosfolipase secretoria. O englobamento de particulas
de LDL altamente oxidadas para a formagdo de células espumosas, ¢ mediada por um
grupo de receptores do tipo scavenger (SR-A e CD36)(Suzuki et al,1997)
(Febbraio et al,2000). A expressao destes receptores € regulada por um fator de transcrigao
que pode ser ligado em dacidos graxos oxidados e citocinas como o TNF-qa e
IFN-y. Tontonoz et al,1998). Os macrofagos secretam apoE e isso promove um efluxo de
colesterol para o HDL, inibindo a transformagdo de macrofagos em células espumosas

(Figura 4).
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Figura 4- Formacao de células espumosas. Agregados de LDL altamente oxidados sdo formados no
vaso como resultado da agdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e das enzimas
esfigomielinase(Smase), fosfolipase secretoria 2 (Spla2), outras lipases ¢ da
mieloperoxidase (MPO). O agregado de LDL oxidada ¢ reconhecido por receptores do
tipo scavenger dos macréfagos (SR-A, CD36, CD68). A expressao destes receptores
sd0 mediadas por citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-o e interferon,
IFN-y). As células espumosas secretam a apoliproteina E (apoE), que facilita a remocao
do colesterol em excesso. A morte das células espumosas formam uma massa

juntamente com os lipidios extracelulares e outros debris (Lusis,2000).

Placas fibrosas

As placas fibrosas sdo caracterizadas pelo crescimento da massa de lipidios
extracelulares, a maioria colesterol e éster, e pelo acimulo de células musculares lisas e
células derivadas da matriz extracelular (Figura 5). Citocinas e fatores de crescimento
secretados por macrofagos e células T sdo importantes na migragdo e proliferacdo de
cé¢lulas musculares lisas e producdo de matriz extracelular (Schonbeck et al,2000).
Varios fatores de risco parecem contribuir para o desenvolvimento de lesdes fibrosas como
elevados niveis de homocisteina, hipertensao e horménios. Elevados niveis de homocisteina
aparecem como uma injiria as células endoteliais e proliferacdo vascular de células
musculares lisas (Gerhard e Duell,1999). Alguns dos efeitos mediados pelo aumento da

\

pressdo arterial na aterosclerose parece estar ligada a resposta renina-angiotensina.
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A angiotensina II estimula diretamente o crescimento das células musculares lisas e
producdo da matriz extracelular. Estudos em ratos SHR indicam que o aumento da pressao
arterial estimulam um fator de crescimento derivado de plaquetas, um potente mitogénico
para células musculares lisas (Negoro et al,1995). O estrogénio possui muitas propriedades
anti-aterogénicas, incluindo efeitos nos niveis de lipoproteinas no plasma e estimulagdo de
producdo de prostaciclinas e NO (Nathan e Chaudhuri,1997). Infeccdo por citomegalovirus
também aprece estar ligado a aterosclerose e a restenose arterial (Gupta et al,1997).
Estudos in vitro estabeleceram uma liga¢do entre a estimulacdo da migragdo das células
musculares lisas e um receptor de quimiocina do virus, US28 (Streblow et al,1999).
A infecgdo por citomegalovirus estd também associada com a inativagao da proteina p53,
que inibe o aumento de proliferacdo de células musculares lisas e acelera a aterosclerose

(Guevara et al,1999).
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Figura 5- Formacdo de placas fibrosas. Varios fatores de risco, incluindo elevados niveis de
Homocisteina e angiotensina Il estimulam a migracdo e proliferagdo de células
musculares lisas. O estrogénio exerce um papel benéfico nos niveis de lipoproteinas no
plasma e estimula a produgdo de NO e prostaciclina pelas células endoteliais.
A interagdo entre 0 CD40 e CD40L estimula a expressdo de citocinas por linfocitos T e
macrofagos como o IFN-y que influencia na inflamagdo, crescimento de células
musculares lisas e acimulo de matriz. As células musculares lisas da intima secretam

matriz extracelular e aumentam a capa fibrosa (Lusis,2000).
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Lesoes avancadas e trombose

Estudos patoldgicos sugerem que o desenvolvimento do trombo mediado por
eventos coronarios agudos dependem principalmente da composi¢do e instabilidade da
placa. Placas instaveis geralmente possuem uma capa fibrosa fina e um alto nimero de
células inflamatorias. A capa fibrosa ¢ mantida ou nao pela producdo e degradagao da
matriz e pelos produtos das células inflamatodrias. As células T produzem IFN-y, que inibe a
producdo de matriz pelas células musculares lisas, e os macroéfagos produzem varias
proteases que degradam a matriz extracelular, incluindo a colagenase intersticial e
gelatinases (Libby,1999). A ruptura frequentemente ocorre nas bordas das lesdes,
onde hd um acumulo de células espumosas, sugerindo que fatores que contribuem para a
inflamacdo influenciam também na trombose (Figura 6). A incidéncia de infarto do
miocardio e derrame aumenta durante infec¢des agudas. A estabilidade das lesdes
ateroscleroticas também influenciam na calcificagdo e neovascularizacdo, fatores comuns
nas lesdes avancadas. O crescimento de pequenos vasos na lesdo podem contribuir para a
entrada de células inflamatorias (Moultan e Folkman,1999). A trombogenecidade do nacleo
necrotico parece depender da presenca de um fator tecidual, uma proteina que inicia a
cascata de coagulacdo. A producdo do fator tecidual pelas células endoteliais e macréfagos
¢ aumentada pela entrada de particulas de LDL oxidada, infec¢do ou a ligacdo do CD40 das
células endoteliais no CD40L das células inflamatorias (Schonbeck et al,2000).
A expressdo de outras moléculas mediadoras da trombose, como o ativador de

plasminogénio, parecem ser importantes.
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Figura 6- Placas instaveis com finas capas fibrosas sdo resultantes da degradagdo da matriz por
varias proteinases como as colagenases, gelatinases e catepsinas e pela inibicdo de
secrecdo de matriz. Varios fatores podem desestabilizar as placas e promover a
trombose, como infeccdo que pode ter efeitos sistémicos. A calcificacdo das lesdes
aparecem com a deposicdo de fosfato de calcio. A formagdo de trombo, consiste na

aderéncia de plaquetas e fibrina, usualmente acarretando a ruptura da placa (Lusis,2000).

Novas terapias

Drogas efetivas na diminuicao do colesterol circulante e na pressao arterial vém
sendo desenvolvidas. Em particular, as estatinas, diminuem os niveis de lipoproteinas
aterogénicas, os eventos clinicos e a mortalidade por aterosclerose (Assmann et al,1999).
Entretanto, doencas cardiacas e infarto permanecem como as causas de morte mais comuns
em paises do oeste, € novos recursos, particularmente agentes que bloqueiem a doenca a
nivel da parede do vaso ou aumentem o efeito anti-aterogénico do HDL estdo sendo
buscados. Durante a década passada, varios alvos promissores foram identificados.
Por exemplo, a interrupcdo do sistema CD40-CDA40L, poderia ter vérios beneficios na
estabilidade da placa (Schonbeck et al,2000). A identificagdo de como ¢ o transporte de
lipoproteinas, apresentou novas oportunidades para o tratamento de baixos niveis de HDL.
No entanto, estudos preliminares em animais sugeriram que o aumento dos niveis de HDL

ndo bloqueiam a formacdo da lesdo aterosclerdtica, mas age apenas na sua regressao
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(Desumont et al,2000). Com o intuito de buscar uma droga que além de regredir a lesdao
aterosclerotica também a prevenisse, foi testado em nosso laboratério um composto

inibidor de adenosina quinase (DMA).

Adenosina

A adenosina é um nucleosideo purinérgico endoégeno que formado
extracelularmente, difunde na membrana celular circundando as células se ligando por
estruturas especificas chamadas de receptores de adenosina (Ralevic e Burnstock,1998)
(Fredholm et al, 2001). Existem quatro tipos de receptores de adenosina, os quais sdo
membros de uma familia de receptores acoplados a proteina G (Fredholm et al, 2001).
Os genes para estes receptores foram designados de Aj, Aza, Azp € As. Embora a adenosina
esteja presente no espaco extracelular em baixas concentragdes, em condi¢des de estresse
estas concentragdoes aumentam. O papel da adenosina como uma molécula de sinalizagio
extracelular foi visto primeiramente por Drury e Szent-Gyo''rgyi em 1929, que demonstrou
que a adenosina extraida de musculo cardiaco era um potente agente inotrdpico negativo e
um vasodilatador corondrio. Pela formagdo extracelular tardia de adenosina nos eventos de
hipdxia e coragdo isquémico, a hipotese proposta era de que a adenosina tinha uma fungao
de protecao no coragdo contra as consequéncias metabodlicas do evento, por diminuigdo da
demanda metabolica do miocardio e aumento do fluxo coronariano sanguineo
(Ralevic e Burnstock,1998). Posteriormente, evidéncia foi obtida por agdes protetoras
similares da adenosina em outras células e sistemas organicos, incluindo cérebro, figado,
musculo esquelético e tecido adiposo. Baseado nesta evidéncia, uma hipdtese da acao da
adenosina foi formulada por Newby em 1984, e o termo metabolito retaliatorio foi usado
para descrever a fungdo protetora da adenosina. Esta hipdtese afirma que a adenosina,
lancada em resposta a um estimulo de injaria por estresse, media uma cadeia
autorregulatoria, cuja funcdo € proteger os 6rgdos da injuria e do estresse. A adenosina
exerce este papel protetor por dois diferentes mecanismos. Primeiramente, a adenosina
diminui a demanda energética para o tecido, por um efeito inibitorio direto da funcdo do
parénquima celular, exemplificado pelo efeito inotrépico negativo da adenosina no musculo

cardiaco. Segundo, a adenosina protege indiretamente o tecido fornecendo um ambiente
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melhor para o parénquima das células, como por exemplo o maior fornecimento de
nutrientes na vasodilatacdo. Evidéncias mais recentes indicam que a adenosina ajuda a
manter a integridade tecidual através de um caminho indireto: a modulag¢ao da fungdo do
sistema imune. Embora a resposta imune da injlria tecidual tenha um papel essencial na
preservacdo da homeostase do tecido, a inflamagdo incontrolada ou a ativacdo imune
podem aumentar o dano aos tecidos afetados. Isto ocorre com a liberacdo de adenosina
seguida pelo reconhecimento dos receptores nas células imune, regulando a resposta do
sistema imunolédgico. Estudos recentes in vivo e in vitro, confirmam o papel benéfico da
adenosina como modulador do sistema imunologico. Primeiramente, a adenosina ¢ lancada
ao redor das células imunes em tecidos sujeitados a varias formas de estimulos de injuria,
incluindo isquemia e inflamag¢do. Depois, na maioria dos sistemas experimentais,
a adenosina ¢ um imunossupressor pela ocupacao dos receptores de adenosina nos diversos
tipos de células imunitarias. A remoc¢ao da sinalizagdo da adenosina endogena exarceba a
ativacdo do sistema imune e consequentemente agrava a disfuncao tecidual seguida de um

estimulo agudo a injaria ( Hasko e Cronstein, 2004).

As acgdes fisiologicas da adenosina resultam quase que exclusivamente de sua
ocupacdo nos receptores que se encontram na superficie das células e na ativacdo de
caminhos intracelulares. Produ¢do, captacdo celular e metabolismo determinam a
biodisponibilidade de adenosina nos seus receptores. Estes processos sdo interdependentes
e altamente regulados. Um bom exemplo desta interdependéncia é a acdo de mecanismos
metabolicos intracelulares purinérgicos, que resultam em um aumento das concentragdes
intracelulares de adenosina durante a hipoxia e isquemia tecidual. Nessas condicdes,
o aumento da desfosforilacdo do ATP para adenosina pela enzima 5’-nucleotidase ¢
paralela a supressdo da atividade da adenosina kinase, a qual previne a refosforilacdo da
adenosina (Fredholm et al,2001). Uma vez que a adenosina alcanca altas concentragdes
dentro da célula, esta ¢ transportada para o meio extracelular através de nucleosideos
transportadores especializados(Pastor-Anglada et al,2001). Outro e provavelmente o
mecanismo predominante que contribui para o aumento extracelular dos niveis de
adenosina durante o estresse metabolico ¢ o lancamento de precursores de nucleotideos de
adenina(ATP, ADP e AMP) da célula seguida pelo catabolismo extracelular pela cascata de
ectonucleotidases, a qual inclui CD39 (nucleosideo trifosfato desfosforilase-NTPD) e CD73
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(5’-ectonucleotidase) (Figura 7). A biodisponibilidade de adenosina ¢ limitada pelo
catabolismo de inosina para adenosina deaminase, a qual mais tarde ¢ degradada e
transformada em um produto final do 4cido trico. Ainda ndo estd bem claro quais tipos de
células sdo os produtores mais importantes de adenosina  extracelular.
No entanto, as células endoteliais e os neutrofilos sdo constantemente citados por lancar
altos niveis de adenosina em locais de estresse, inflama¢do e infeccdo (Cronstein,1994).
Além disso, Sperlagh e colaboradores em 2000, recentemente documentaram que terminais
nervosos sao a maior fonte de adenosina extracelular quando o bago for sujeito a isquemia.
O ADP langado por plaquetas em locais que sofreram injuria também podem se
desfosforilar para adenosina (Ralevic e Burnstock ,1998). E conhecido que em tecidos
normais, a concentragdo de adenosina estd abaixo de 1 mM sendo que em tecido
inflamados ou isquémicos sua concentrag¢do ¢ de 100 mM. Por exemplo, um estudo recente
mostrou que os niveis de adenosina sistémica (plasma) alcancam de 4-10 mM em pacientes
com sepsis, uma condi¢dao associada com isquemia e inflamagdo sendo que em pacientes
sauddveis estes niveis eram de 1 mM (Martin et al,2000). Concentracdes de 10-100 mM de
adenosine foram encontradas no liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide
(Sottofattori et al,2001). Em geral os niveis de adenosina de 1 mM tém uma pequena
influéncia nos processos imunes, de isquemia e inflamacao que representam condi¢des nas
quais os niveis de adenosina enddgena se tornam altos o suficiente para exercer um papel
imunomodulatério e imunosupressivo. Finalmente, ¢ preciso dar énfase que a sinalizacdo
da adenosina no sistema imune, se inicia pelos indices altos ou baixos dos metabolitos de
adenosina. E sabido que os nucleotideos de adenina tém efeitos imunorregulatorios que sio
mediados pelos P2-purinoreceptores (Di Virgilio et al,2001). Além disso, evidéncias
recentes indicaram que a quebra da adenosina em inosina e acido urico pode influenciar em
muitos aspectos a resposta imune inata (Hasko et al,2000) (Scott et al,2002).
Pelos niveis de produtos purinérgicos refletirem no estado metabolico do tecido,
foi proposto que estes produtos poderiam representar um sistema sensorial ideal para a
manutengdo do sistema imune com a informagdo essencial sobre a condigdo saudavel do

tecido.
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Figura 7- Mecanismos envolvendo o metabolismo de adenosina. A adenosina é formada do
precursor ATP nos espagos extra e intracelular. A adenosina intracelular é exportada
para o meio extracelular pelos transportadores de membrana dos nucleosideos. A enzima
adenosina quinase refosforila a adenosina, convertendo-a em AMP enquanto que a
adenosina desaminase desamina a adenosina para inosina. A formacdo extracelular de
adenosina ¢ resultado de uma cascata enzimatica que consiste em NTPDases e
ecto-5’-nucleotidase. A adenosina extracelular se liga aos receptores de adenosina
1, 2a, 2b e 3, os quais sdo expressos na superficie das células imunes.

http://treimm.trends.com

Trafego de células imunes entre os compartimentos teciduais é regulado pelos

receptores endoteliais de adenosina

Células endoteliais tém multiplos papéis na inflamagdo e na imunidade inata.
Além disso, os primeiros eventos da inflamagdo sdo mediados em sua grande parte pelas
células endoteliais. Em resposta aos mediadores inflamatorios, como o fator de necrose
tumoral o e interleucina 1, as células endoteliais expressam moléculas de adesao,
as quais sdao responsaveis pelo recrutamento de leucocitos nos locais inflamados.
As células endoteliais também sintetizam e lancam mediadores, como o fator de ativagao
plaquetéria, interleucina 8 e interleucina 6, que possuem papel direto no processo
inflamatorio conduzindo o movimento dos leucocitos entre os compartimentos celulares.
A expressao dos receptores de adenosina Azx € Apg em varios tipos de células endoteliais

vasculares ¢ bem documentado, enquanto que os receptores Al e A3 sdo expressos em
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células endoteliais baseados somente na demonstragdo de RNA mensageiro desses
receptores (Montesinos et al,1997) (Feoktistov et al,2002) (Lennon et al,1998)
(Eltzschig et al,2003). As células endoteliais tém sido reconhecidas como uma fonte
significante de adenosina pela sua capacidade de desfosforilar nucleotideos de adenina
para adenosina, ¢ a interagao entre neutrofilos e células endoteliais parece estar relacionada
com este mecanismo (Lennon et al,1998) (Eltzschig et al,2003). Em outros estudos,
a adenosina inibiu a secrecdo de IL-6 e IL-8 e a expressdo de moléculas de adesdo
(E selectina e a VCAM-1) pela imuno estimulacdo de células endoteliais de veias
umbilicais humanas provavelmente pelo mecanismo relacionado com os receptores Aja
(Bouma et al,1996). Outros estudos mais tarde indicaram que a adenosina sozinha
estimulada pela IL-8 ¢ lancada nas células microvasculares humanas, ndo nas células
endoteliais da veia umbilical humana, um efeito resultado da ocupacdo dos receptores Ap
(Feoktistov et al,2002). Isto parece se dar pela ativagdo da fosfolipase C pelas proteinas Gq,
preferencialmente do que a ativagdo do mecansimo das Gs-c AMP, responsavel por
aumentar a produg¢do de IL-8 seguida de estimulagdo do receptor Ajs nas células
microvasculares humanas (Feoktistov et al,2002). Deste modo, os receptores A € Asp
regulam as fun¢des inflamatorias das células endoteliais, embora sua importancia relativa

varie de acordo com o local das células endoteliais.

Neutréfilos: funcdes cruciais no efeito protetor da adenosina na injiria isquémica e

inflamacao de tecidos

Os neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas nos locais de injuria e
inflamacdo. Estas células do sistema imune inato, matam os microorganismos, eliminam os
debris que restam depois da injuria e langa fatores responsaveis pelo recrutamento de outras
células inflamatorias. Mas essas células que sdo cruciais para prevencao de disseminagao
de infecc¢des, quando ativadas podem ser responsdveis por uma injdria significativa no
tecido. Logo depois que os receptores de adenosina foram descritos, esfor¢os foram feitos
para determinar ou ndo a presenga de neutrofilos e a modulagdo de seu comportamento.
Em 1983, Cronstein e colaboradores publicaram um estudo demonstrando que a adenosina

suprimia a geracdo estimulada de anion super 6xido, um efeito que ocorria nos receptores
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das superficies celulares. Depois, estudos estabeleceram que a adenosina, agindo nos
receptores Az, inibiam a adesdo de neutrdfilos estimulados, e a morte de células endoteliais
e outras células, atividade bactericida, apoptose, expressdo e emissdo de moléculas de
adesdo, secrecdo de citocinas, fatores de crescimento e sintese de leucotrieno B4
(Cronstein,1994) (Flamand et al,2000). Generalizando, os efeitos dos receptores A,x sdo
atribuidos a sua capacidade de sinalizagdo aos mecanismos dependentes de cAMP.
Embora alguns laboratérios tenham descrito que a influéncia dos receptores Ajs da
adenosina nas fung¢des dos neutrofilos seja mediada pelo cAMP (Sullivan et al,1999)
(Thibault et al,2002), outros estudos reportaram que a ocupagdo do receptor de adenosina
inibe a geragao de anion super 6xido de neutrofilos por mecanismos independentes do
cAMP, incluindo a ativa¢ao da fosfatase associada a membrana e a nao sensibilizagao de
receptores quimioatrativos (Cronstein,1994). Estudos recentes sugeriram que os neutrofilos
podem atuar em mais de um tipo de receptor de adenosina (Rose et al,1988).
Subsequentemente foi demonstrado que os neutréfilos que expressam receptores A quando
ocupados, aumentam a quimiotaxia dos mesmos e a fagocitose (Cronstein,1994).
Mesmo assim, em geral, os efeitos anti-inflamatorios da adenosina agindo nos receptores
Asa s3o predominantes aos efeitos nos receptores A; (Cronstein,1994). Os neutrofilos
parecem expressar receptores A que quando ocupados inibem a liberacdo do fator de
crescimento endotelial vascular e a transmigragdo de neutréfilos através das camadas
endoteliais (Wakai et al,2001). A presenca de receptores Az nos neutréfilos humanos ndo ¢
confirmada. O primeiro artigo descrevendo sua existéncia e fung¢do ndo usou ligantes
apropriados que caracterizassem os efeitos farmacologicos da adenosina em neutrofilos
(Bouma et al,1997). Um estudo recente usando abordagens farmacologicas e moleculares
mostraram que os receptores Az sdo expressos em neutrofilos humanos, entretanto,
os autores nao puderam demonstrar o papel funcional desses receptores (Gessi et al,2002).
Deste modo, a adenosina regula a funcdo dos neutrofilos de maneira oposta através da
ligagdo do receptor A; (imunoestimulatorio) e do receptor Aa (imunossupressivo).
Este efeito regulatorio sugere que a adenosina aumenta a resposta inflamatéria nos locais
onde a mesma estd presente em pequenas concentragdes, tanto que em locais onde o
metabolismo ¢ maior que a produgdo de adenosina, pode ocorrer infeccao bacteriana.

Uma vez que os neutrdfilos tenham chegado no local de injaria tecidual, a adenosina,

Introdugdo

53



gerada em altas concentragdes pelos tecidos ou células injuriadas, age como um inibidor

das funcoes inflamatoérias dos neutroéfilos.

Interacio da sinalizacio do receptor de adenosina e tipo de reconhecimento.

Macrofagos e células dendriticas sdo fagocitos especializados que possuem um
papel importante na eliminacdo de células apoptoticas e moléculas injuriadas, assim como
na defesa do organismo contra a infec¢do. As células que apresentam antigenos (APCs)
estdo amplamente dispersas no corpo, até mesmo em locais de entrada de microorganismos.
Elas participam da captura inicial e processamento de antigenos e depois na ativacdo
especifica de mecanismos efetores de linfécitos. Estes linfocitos ativados juntamente com
os macrofagos eliminam os patogenos. Provavelmente, a descoberta mais importante sobre
os APCs seja o seu mecanismo de reconhecimento por receptores (PRRs), os quais estdo
envolvidos no reconhecimento de elementos repetitivos em patégenos (lipopolissacarideos,
RNA viral). Estes incluem os receptores do tipo Toll-like (TLRs), lecitinas e receptores do
tipo scavenger (Janeway e Medzhitov,2002). Estudos recentes elucidaram que os sinais
iniciados pela ocupagdo do receptor de adenosina pode interferir nos mecanismos
intracelulares ativados pelos PRRs. A ligacdo do receptor de adenosina nos mondcitos e
macrofagos suprime a producdo de IL-12 através do TLR4 (Hasko et al,1998)
(Hasko et al,2000) (Link et al,2000) (Khoa et al,2001). Pela IL-12 ser um instrumento
direto da resposta inflamatoria, a supressao da producdo da mesma pela adenosina ¢
provavelmente um dos mecanismos centrais pelo qual a ocupagao do receptor de adenosina
previna a inflamagao do tecido lesado. Além disso, a estimulagdo do receptor de adenosina
diminui a liberagdo de TLR-4 induzido por varios outros mediadores pro-inflamatorios
incluindo o TNF-gMIPla 6xido nitrico, assim como aumenta a produgdo do
anti-inflamatério IL-10 (Hasko et al,1996) (Sajjadi et al,1996) (Mayne et al,2001)
(Szabo et al,1998). O efeito inibitério da adenosina na produgdo do TNF- a pelos
macrofagos ndo ¢ restrita a indugcdo do TLR-4 e sim pelos agonistas TLR2,3,4,7 ¢ 9
(Pinhal-Enfield et al,2003). Estudos recentes com animais nocauteados para os receptores
Asa € A3, demonstraram que ambos receptores contribuem para a supressao do mediador
pro-inflamatério  seguido pela estimulagio do TLR (Hasko et al,2000)
(Salvatore et al,2000) (Ohta e Sitkovsky,2001).
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Terapias para as doencas inflamatorias pela adenosina

Nas fases iniciais de lesdes a adenosina age a favor da infiltracdo de neutrdfilos,
promovendo mecanismos menos sofisticados pra defesa. Nos estagios mais avangados de
processos inflamatorios, a adenosina contribui para a resolu¢do da inflamagao,
diminuindo a ativagdo de macrofagos e avangcando no desenvolvimento celular Th2 versus
Thl(Lawrence et al,2002). Deste modo, os receptores de adenosina no sistema imune
representam um alvo importante para terapias imunomodulatérias para a inflamagdo,
doengas auto imunes e isquémicas. O uso na administracdo de adenosina exdgena na terapia
de doengas, entretanto, ndo parece ser pratico; sistematicamente a adenosina administrada
nao ¢ seletiva e a expressao de seus receptores em todas as células, leva a varios efeitos que
a previnem quanto a ser uma modalidade terapéutica efetiva. Entretanto, agentes ou
compostos estdveis que aumentam as concentracdes de adenosina nos locais lesados ou de
inflamacao com alta seletividade para seus receptores, podem ser usados no tratamento de
doencas inflamatoérias, isquémicas agudas e auto imunes. Por fim, ¢ necessario enfatizar
que embora o aumento das concentragdes de adenosina ou a estimulag¢do de seus receptores
possa ser util no tratamento de algumas inflamagdes e isquemias agudas, em alguns casos
isso ndo ¢ visto. Por exemplo, em alguns estados de doengas associadas a altos niveis de
adenosina endogena, como a asma ¢ a doenca pulmonar obstrutiva aguda, assim como a
sepse € o choque séptico, pode ser necessario uma sinalizagdo diminuida dos reguladores

adenosinérgicos (Blackburn,2003) (Hasko et al,2002).
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1- Avaliar o efeito do tratamento com o DMA (Cloridrato de 6,7-dimetéxi-4-N(3™-N,N
dimetilfenil)aminoquinazolina) na prevencdo de lesOes aterosclerdticas em

camundongos LDLr ”.

2- Avaliar se 0 DMA (Cloridrato de 6,7-dimetoxi-4-N(3°-N,N
dimetilfenil)aminoquinazolina) induz a regressio de lesdes aterosclerdticas em

camundongos LDLr .

Objetivos
59



MATERIAIS E METODOS

61



1.1- Composto quinazolinico

O derivado quinazolinico foi sintetizado pela Dra. Silvana Rocco no
Laboratorio de Fisiopatologia Cardiovascular da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas. Utilizamos o composto DMA-Cloridrato de

6,7-dimetoxi-4-N(3'-N,N dimetilfenil)aminoquinazolina.

R=Br(PD)
R= H(CHz)z (DMA) =

Figura 8- Composto quinazolinico DMA(Cloridrato de 6,7-dimetéxi-4-N(3°-N,N dimetilfenil)

aminoquinazolina.

1.2- Animais

Foram utilizados camundongos KO LDLr-/- ,machos, com aproximadamente
25 gramas e trés meses de idade, fornecidos pelo Biotério do Laboratorio de Fisiologia
Cardiovascular do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.
Os animais foram criados com controle de temperatura ¢ controle de 12 horas no ciclo

claro/escuro. Os camundongos foram divididos em grupos:
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Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo 7-

2.

1- camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam racdo comercial

(Nuvital).

camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ragdo
hipercolesterolémica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de acido célico por

15 dias (HC 15d).

camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ragdo
hipercolesterolémica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de é4cido célico por

30 dias (HC 304).

camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ragdo
hipercolesterolémica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de acido colico por

15 dias com gavagem por 15 dias de veiculo(propilenoglicol, 4gua, pluoronic)

(PREVENCAO) (VH 15d).

camundongos nocautes (KO) LDL-/~- os quais receberam ragdo
hipercolesterolémica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de acido colico por
15 dias com gavagem por 15 dias de DMA (dose de 30 mg/kg) diluido em
veiculo(propilenoglicol, 4gua, pluoronic) (PREVENCAOQ) (DMA 15d).

camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ragdo
hipercolesterolémica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de 4cido colico por
30 dias com gavagem por 15 dias de veiculo(propilenoglicol, d4gua, pluoronic)
(TRATAMENTO). Os animais foram alimentados com a dieta
hipercolesterolémica por 15 dias para a instalacio da doenca, s6 depois a

gavagem foi iniciada (VH 30d).

camundongos nocautes (KO) LDL-/- os quais receberam ragdo
hipercolesterolémica contendo 1,25% de colesterol, 0,5% de acido colico por
30 dias com gavagem por 15 dias de DMA( dose de 30 mg/kg) diluido em
veiculo(propilenoglicol, dgua, pluoronic) (grupo de tratamento). Os animais
foram alimentados com a dieta hipercolesterolémica por 15 dias para a

instalacdo da doenca, s6 depois a gavagem foi iniciada (DMA 30d).
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Figura 9- Camundongo LDLr"

1.3- Dieta

Foi utilizada além da dieta Chow comercial (Nuvital),

hipercolesterolémica para induzir a formagao de placas aterosclerdticas.

Tabela 1- Dieta Hipercolesterolémica

Ingredientes (1kg)

Amido de milho 267 g
Caseina(84%) 202 g
Dextrina(90-94%) 113 g
Sacarose 100 g
Oleo de Soja 200 g
Fibra 50g
Mistura de Minerais 35¢g
Mistura de Vitaminas 10g
L-cistina 3g
Bitartarato de colina 25¢g
Colesterol(1,25%) 125¢
Acido C6lico(0,5%) 5g

a

racao
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1.4- Peso

Todos os animais foram pesados no inicio do experimento e no dia da coleta.

1.5- Heparinizacao

Os animais foram heparinizados para a coleta de sangue, com uma solugdo de

0,1 ml de Heparina 10% .

1.6- Anestesia

Os animais foram anestesiados com 0,2 ml de solucdo 3% de Ketamina
(Parke-Davis), 1% de Xilazina (Bayer AS) e 6 % de salina (dose de 40 mg/kg). A anestesia

foi administrada intraperitoneal, na linha média do animal no abdomen.

1.7- Medida das lesoes ateroscleréticas

A aterosclerose ¢ uma patologia com desenvolvimento dindmico e presenca de
elementos caracteristicos nas diferentes fases do processo. Os diferentes estidgios sdo
caracterizados por meio de evidéncias estruturais e da expressao de fatores indicadores ou

marcadores nas lesdes, segundo Lusis (Lusis,2000,2004).

Lesao tipo I (Inicial): Caracterizada pela infiltragcdo de LDL na intima, através das juncdes
endoteliais. O local de maior ocorréncia da lesao € em regides das artérias expostas a
fluxo sanguineo turbulento, baixos fluxos ou ambos (Barakat e Lieu ,2003),
e nas areas onde o estresse de cisalhamento fluxo-induzido é baixo (Knowles e
Maeda,2000). Sua retengdo na parede do vaso envolve interagdes entre a fragdo
Apo B (apolipoproteina B) da LDL e proteoglicanos da matriz extracelular.
Neste ambiente diferente do plasmdtico, a LDL sofre modifica¢do, incluindo
oxidagdo, lipdlise, protedlise e agregacdo. As modificagdes iniciais sdo
caracterizadas pela formagdo da mmLDL (lipoproteina de baixa densidade

minimamente oxidada).
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Lesao tipo II (Inflamaciao): As mmLDL tém atividade pro- inflamatéria, mas nao sao

Lesao

Lesao

suficientemente modificadas a ponto de serem reconhecidas pelos receptores
responsaveis pela remoc¢ao da oxLDL (LDL oxidada). Contudo, sdo eficientes no
estimulo as células endoteliais em produzir numerosas moléculas pré-inflamatorias,
incluindo moléculas de adesdo como ICAM-1 (molécula de adesao intercelular-1),
VCAM-1 (molécula de adesdo vascular), PCAM-1 (molécula de adesdo
plaqueta-endotelial) e P selectina, as quais exercem efeito quimiotatico para os
monocitos e células T, bem como fatores de crescimento como o M-CSF

(fator estimulante da colonia de macrofagos).

tipo III (Formaciao das células espumosas): Agregados de LDLs altamente
oxidadas sdo formados no vaso como resultado da acdo das espécies reativas de
oxigénio e de algumas enzimas como a esfingomielinase, fosfolipase secretoria 2,
mieloperoxidase e outras lipases. Este agregado ¢ reconhecido pelos receptores do
tipo scavenger dos macrofagos (tipo A, CD36 e CD68). A expressdo destes

receptores sdo mediados por citocinas como TNF-a ( fator de necrose tumoral-a.),

e IFN-y ( interferon-y).

Tipo IV (Formacao da placa e fibrose): Caracterizada pelo aumento da massa
lipidica extracelular, em sua maioria colesterol e ésteres e pelo acimulo de células
musculares lisas. Citocinas e fatores de crescimento secretado pelos macrofagos e

células T sdo importantes para migracdo e proliferacdo das células musculares lisas.

Lesao Tipo V (Lesoes complexas e trombose): Este estagio é caracterizado pelo ateroma

com multiplos nucleos de lipidios e centros necroticos na intima. Evidencia-se
tecido altamente desorganizado pela apoptose e presenca de areas de calcificagdo
resultando na placa de fibroateroma com areas calcificadas. Quando ha presenca de

capsula fibrosa delgada devido a agdo de degradacdo de matriz por varias
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proteinases, tem sido denominada de placa vulneravel e apresenta aumento de
células inflamatorias com frequente ruptura de endotélio subjacente a lesdo.
Assim, com frequéncia verificam-se vestigios de ruptura de placa e presenca de
plaquetas e fibrina. Tal ruptura expde o colageno e fatores teciduais, formando os
trombos que podem ser visualizados na base da membrana da intima. Varios fatores
determinam a desestabilizacdo do ateroma e promovem a trombose, dentre eles,

a inflamacao e as respostas por ela desencadeada parecem ser as mais relevantes.

Protocolo 1

Apo6s 20 minutos de heparinizagdo, os animais foram anestesiados. O sangue foi
coletado pela veia retroorbital com capilares heparinizados e coletados em “eppendorfs”
identificados também heparinizados com uma gota de heparina. Apds a coleta, o sangue foi
centrifugado a 3000 rpm, a 4 graus Celsius por 15 minutos. O plasma foi separado e

congelado a -80 graus Celsius para utilizagdo na dosagem de colesterol e triglicérides.

Protocolo 2

As dosagens de triglicérides e colesterol foram feitas pelo método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia por HPLC.

Protocolo 3

Ap0s a retirada do sangue, os animais foram incisionados em sua linha média e
tiveram suas aortas descendentes cortadas. Com uma agulha fina, foram aplicados nos
coragdes, mais especificadamente no ventriculo direito, entre as corondrias, 6 ml de salina e
6 ml de formalina. Apds a perfusdo, os coracdes foram retirados e colocados em tubos

Falcon contendo formalina 10% devidamente identificados por 24 horas.
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Apds a fixacdo em formalina 10% por 24 horas, os coragdes foram lavados
durante 2 horas em &4gua corrente. A torneira foi amarrada com gaze e os coragdes
colocados em unicassetes devidamente identificados. Apos a lavagem por 3 horas,

os coragdes foram gelatinizados.

Os unicassetes foram mergulhados primeiramente na gelatina (Sigma) 10% por
2 horas em banho-maria. Em seguida, os unicassetes foram retirados da gelatina 10% e
colocados por 2 horas na gelatina 15% também em banho-maria. Apds as duas horas na

gelatina 15%, os unicassetes foram colocados na gelatina 25% overnight em banho-maria.

A gelatina 25% foi utilizada para cobrir os unicassetes em um recipiente de
plastico, e os mesmos foram colocados na geladeira por 3 horas. Apdés as 3 horas,
os coragdes foram retirados dos unicassetes, recortados e colocados para fixagdo em

formalina 10% por 24 horas.

Protocolo 4

Gelatinizacao das laminas

-Béquer co 150 ml de dgua destilada

-0,75 g de gelatina(Sigma)

-0,075g de KCr(SO4)2(Sigma)
1- Dissolver a gelatina a 70 graus Celsius e depois colocar o outro composto.
2- Mergulhar as laminas uma a uma e colocar para secar na estufa na vertical.

3- No dia seguinte, retirar da estufa e guarda-las em papel aluminio.

Protocolo 5

Os coragdes gelatinizados foram cortados no criostato( HM 505 E Microm)
para se obter 480um da extensao total da base da aorta. Os cortes foram de 10um cada,
sendo que foram cortadas 6 laminas de cada animal com 8 cortes em cada uma dessas
laminas.O processamento histologico e coloragdo dos cortes foram empregados como
descrito por Paigen et al em 1987. As laminas foram gelatinizadas antes de receberem os

cortes.
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Os cortes dos coragdes foram corados com Oil Red O(Amresco) e contra
corados com Light Green (Amresco) e Hematoxilina de Harris (Sigma), seguindo-se a

bateria de corantes abaixo:

1- Agua- 1 minuto

2- Agua- 1 minuto

3- Isopropanol 60%- 30 segundos
4- Oil Red O-18 minutos

5- Isopropanol 60%- 30 segundos
6- Agua- 1 minuto

7- Agua- 1 minuto

8- Hematoxilina de Harris- 1 minuto
9- Bluing Solution- 1 minuto

10- Agua-1 minuto

11- Light Green- 30 segundos

12- Agua- mergulho

13- Agua- colagem da laminula

Ap0s a bateria de coloracdo, foram coladas as laminulas sobre os cortes com a

gelatina cola.
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Figura 10- Base da aorta.Lesdes aterosclerdticas em vermelho e endotélio em verde

(aumento de 20X).

Gelatina-Cola (Iamina/laminula)
5 g de gelatina
30 ml de 4gua destilada
3,5 ml de glicerina
1,25 ml fenol

Dissolver a gelatina na agua destilada a 60 graus Celsius em banho-maria e

colocar o fenol por ultimo.

Corantes
OIL RED STOCK SOLUTION(0,4%)

1 g de Oil Red Powder
250 ml de alcool isopropilico

Colocar em um bécker em banho-maria a 50 graus Celsius
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OIL RED STAINNING SOLUTION(0,2%)
250 ml de Stock Solution
150 ml de 4gua deionizada

Mexer bem e deixar descansar por 7 minutos. Filtrar & vacuo e com filtro de

papel. Bom por 3 horas.

LIGHT GREEN STOCK SOLUTION(1%)
2g de Light Green Powder
198 ml de dgua deionizada

2ml de acido acético glacial

LIGHT GREEN STAINNING(0,25%)
50 ml de Stock Solution

150 ml de agua Milli Q

HEMATOXILINA DE HARRIS(2,4%)
5g de Hematoxilina
50 ml de alcool 95%
100g de Sulfato de Aluminio e Potéssio
2,5g de Oxido de Mercurio

Dissolver a Hematoxilina no alcool € o Alumen na adgua destilada com o auxilio
de calor. Misturar as duas solucdes e ferver o mais rapido possivel. Remover da fonte de
calor e juntar o Oxido de Mercirio aos pouquinhos com cuidado, reaquecer até a fervura e
contar um minuto. Afastar da fonte de calor e mergulhar em uma bacia com agua e gelo

imediatamente. Adicionar 4 ml de Acido Acético, quando o corante estiver resfriado.
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BLUING SOLUTION
1 litro de 4gua Milli Q
40 g de MgS0O4

4 g de KHCO3 ou NaHCO3

ISOPROPANOL 60%
600 ml de isopropanol

400 ml de 4gua deionizada

Protocolo 7

As laminas foram analisadas em um computador, com o software IMAGE PRO
PLUS (Leika) que seleciona a area total das lesdes ateroscleroticas coradas em vermelho.
Foram escolhidos um corte por 1dmina(6 cortes- 6 laminas), sempre em todas as laminas o
corte de mesma localizagdo podendo variar um para frente ou um para tras. As lesoes foram

contadas e somadas nos seis grupos.

As lesdes foram quantificadas como descrito por Rubin e colaboradores em
1991, utilizando-se o programa Image Pro Plus software (versdo 3.0) para analise da
imagem. As areas de lesdes foram expressas em x 10° pm* O equipamento para
morfometria das areas de lesdo ¢ composto por um computador com o programa
Image Pro Plus e uma cdmera acoplada a um microscopio. Para a morfometria, as imagens
obtidas pela camera sdo analisadas. As areas de lesdes sdo obtidas pela selegdo das mesmas

com o “mouse” e a somatoéria dada pelo programa Image Pro Plus da Leika.
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1- Caracterizacio do modelo

O camundongo com delecdo do receptor de LDL (LDLr™") utilizado no presente
estudo foi desenvolvido por Ishibashi e Colaboradores em 1993 através de recombinacio
homoéloga em células embriondrias de camundongos da cepa C57BL/6. Estes animais
apresentam reducdo do clearance plasmdtico de VLDL, IDL e LDL. Como resultado,
os niveis de IDL e LDL encontram-se aumentados cerca de 7-8 vezes nos camundongos
LDLr” em relacdo aos LDLr"*. Isso resulta em aumento de cerca de 2,5 vezes do
colesterol plasmatico em camundongos LDLr”. No entanto, diferente de humanos com
hipercolesterolemia familiar que apresentam deficiéncia dos receptores de LDL,
camundongos LDLr-/- adultos ndo apresentam evidéncias de aterosclerose ou xantomatose

significativas espontaneas.

As manifestacdes patologicas discretas dos camundongos LDLr-/- sdo
atribuidas ao fato de que o colesterol plasmdtico destes animais ndo aumenta aos niveis
observados em humanos, que chegam apresentar niveis de 600 a 1000 mg%
(Goldstein e Brown,1989). Esta diferenca é explicada pelo fato de que o camundongo
produz no figado dois tipos de apolipoproteina B, apoB-100 e apoB-48, sendo que ambas se
incorporam as VLDL (Higuchi et al,1992) (Scott,1992), enquanto o figado de seres
humanos produz apenas a apoB-100. Em seres humanos e camundongos, as VLDLs dao
origem a uma particula de lipoproteina residual conhecida como IDL. Estas particulas sdo
clareadas do plasma quase que inteiramente por receptores de LDL (Brown e
Goldstein,1993) (Havel,1997). Em individuos com deficiéncia de receptores LDL,

as IDL permanecem no plasma e sdo convertidas em LDL.

O figado de camundongos produz VLDLs com apoB-100 e apoB-48.
Em seres humanos esta apoproteina € secretada apenas nos quilomicrons intestinais
(Higuchi et al,1992) (Scott,1992). VLDLs com apoB-48, assim como os quilomicrons
geram particulas remanescentes que podem se ligar a receptores LRP (receptor relacionado
ao receptor de LDL) (Brown e Goldstein,1993). Remanescentes de quilomicrons e de
VLDL que contém B-48 sdo clareados do plasma rapidamente, mesmo quando o receptor
LDL esta ausente ou reduzido (Kita,1982) (Rubinsztein,1990). Sendo assim,

em camundongos, remanescentes de quilomicrons e de VLDLs ndao ddao origem a
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quantidades significativas de LDL (Van't Hooft,1982). A capacidade de particulas de
lipoproteinas que cont€ém apoB-48 de se ligarem aos receptores LRP € atribuida ao fato de
as mesmas poderem aceitar grandes quantidades de apoE, que na verdade é o ligante do
receptor LRP, assim como do receptor LDL. Em camundongos adultos ~70% da apoB
hepatica € do tipo B-48 (Ishibashi,1993) sendo esta, provavelmente, a razdo pela qual os

camundongos LDLr™" apresentam alteracOes discretas da quantidade de LDL.

Em contraste com os controles C57BL/6, camundongos LDLr" apresentam
niveis de colesterol bastante elevados quando alimentados com quantidades relativamente
modestas de colesterol e gorduras saturadas (Libby,2002). Dietas contendo 0.2% de
colesterol e 10% de dleo de coco aumentam o colesterol sérico cerca de 3 vezes mais nos
camundongos LDLr” que nos controles C57BL/6. Estes resultados indicam que os
camundongos normais alimentados com colesterol t€m receptores de colesterol em nimero
suficiente para clarear a producdo aumentada de VLDL que ocorre em conseqii€éncia da
dieta rica em colesterol e gorduras saturadas. Por outro lado, os camundongos LDLr”" ndo
podem clarear estas particulas. A capacidade que os camundongos normais t€ém de clarear
grandes quantidades de lipoproteinas do plasma pode explicar a resisténcia ao

desenvolvimento de aterosclerose e xantomatose induzida por dieta rica em colesterol.

Em estudos nos quais a dieta oferecida continha 1,25% de colesterol,
camundongos LDLr-/- desenvolveram todas as manifestacdes apresentadas por seres
humanos homozigotos para hipercolesterolemia familiar em acompanhamento de cerca de
6 meses. Com esta dieta oferecida por periodos prolongados os niveis de colesterol

aumentaram cerca de 6 vezes(Ishibashi, 1993).

No presente estudo, camundongos LDLr”" foram alimentados com dieta com
concentracdo de colesterol de 1,25%. Como indicado no gréafico da Figura 11,
os camundongos LDLR™ alimentados com esta dieta por 15 dias apresentaram niveis de
colesterol plasmadtico cerca de 3,2 vezes maior que aqueles dos camundongos alimentados

com dieta regular (694 vs 223 mg/dl, respectivamente).
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Figura 11- Nivel de colesterol plasmético em camundongos LDLR™ alimentados com dieta normal

ou comercial e com dieta hipercolesterolémica ambas por 15 dias (Ishibashi, 1993).

Nos camundongos LDLr-/- utilizados no presente estudo, a avaliagdo da
presenca de lesdes aterosclerdticas foi feita apds quinze e trinta dias de dieta
hipercolesterolémica. Em geral os trabalhos que utilizaram este modelo avaliaram a
presenca de lesdo aterosclerdtica apds periodos de meses em dieta hipercolesterolémica
(Paigen,1987). Nestes casos, as lesdes sdo exuberantes e localizadas na raiz da aorta,
Ostio das corondrias, com a formacdo de placas xantomatosas nos folhetos da vélvula
aortica. Verificamos que apés quinze dias de dieta os camundongos LDLr-/- apresentaram
lesdes microscopicas, mas consistentes nos folhetos da vélvula adrtica e na raiz da aorta.
Na figura 12, sdo mostrados exemplos representativos de fotomicrografias de amostras da
raiz da aorta obtidas de camundongos LDLr-/- alimentados com dieta
hipercolesterolémica por 30 (Fig 12A) e 15 dias (Fig 12B). As amostras foram coradas
com Oil Red O, que destaca a presenga de células espumosas nas regidoes de formacao das

lesOes aterosclerdticas.
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Figura 12- Lesdo aterosclerética em camundongo alimentado com dieta hipercolesterolémica por

30 dias( 12A ) e 15 dias (12B ) (aumento de 20X).
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Figura 13- Area de lesdes aterosclerdticas em camundongos LDLr” alimentados com dieta
hipercolesterolémica por 15 dias e 30 dias. Os camundongos LDLr”" alimentados com

dieta comercial nao possuem formagao de placas.

O gréfico da Figura 13 indica a distribuicdo das dreas de lesdo avaliadas por
planimetria em 10 camundongos alimentados por 15 dias e 8 alimentados por 30 dias com

dieta hipercolesterolémica. Apdés 30 dias de dieta hipercolesterolémica as lesdes
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apresentaram drea média de 199 + 30 contra 100 + 10 um” x 10° daqueles alimentados com

dieta hipercolesterolémica por 15 dias.

A aterosclerose em LDLr” é geralmente avaliada apenas periodos prolongados
de dieta hipercolesterolémica. Neste modelo animal ndo ha formacdo espontinea de lesdao
aterosclerética, pois somente a delecao do receptor de LDL ndo faz com que circule lipidios
suficiente para formagdo da mesma. Este camundongo LDLr-/-, tem como background o
animal C57BL/6 que também foi utilizado nos experimentos. Utilizamos a dieta
hipercolesterolémica por um periodo de até trinta dias de tratamento, pois constatamos que

esses animais ja possuem lesdo com quinze dias de dieta rica em colesterol.

2- Peso Corporal

Os grupos de animais, tanto os de prevencdo quanto os de tratamento foram
pesados um dia antes de comecarem a se alimentar com a dieta HC e no final no dia do
sacrificio dos mesmos. Constatamos nos dois tratamentos que os animais perderam peso
significante em rela¢do ao inicio dos tratamentos, com exce¢do do grupo de animais do
tratamento com veiculo que observamos em alguns animais a manutenc¢do e aumento de

peso corporeo (Figuras 14 e 15)
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2.1- Prevencao

CT VH DMA
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Figura 14- Peso corporal do animais.I(peso inicial: no dia 1 de tratamento), F (peso final: no dia 15
de tratamento). CT(HC 15 dias), VH(veiculo por gavagem com dieta HC)
e DMA(DMA por gavagem diluido em veiculo com dieta HC).

2.2- Tratamento
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Figura 15- Peso corporal do animais.I(peso inicial: no dia 1 de tratamento), F (peso final: no dia 30

de tratamento).
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3- Triglicérides e colesterol plasmatico
3.1- Triglicérides

As medidas foram baseadas na quantidade normal de triglicérides no plasma
(+ ou — 70mg/dl). Com isso os resultados demonstraram que o tratamento com o DMA nos
dois grupos aumenta o nivel sérico de triglicérides no plasma em comparacao ao grupo CT

(figura 15)

ety 15 dias 30 dias

TG(mg/dl)
8

CT HC VH DMA HC VH DMA
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Figura 16- Nivel de triglicérides plasmatico nos animais controle, alimentados com dieta comercial
(CT), HC (dieta hipercolesterolémica) por 15 e 30 dias, VH (veiculo por gavagem com
dieta HC) por 15 e 30 dias e DMA (DMA diluido em veiculo com dieta HC)
por 15 e 30 dias.

3.2- Colesterol

As medidas foram baseadas na quantidade normal de colesterol no plasma
(+ ou — 200mg/dl). Com isso os resultados demonstraram que o tratamento com o DMA
nos dois grupos aumenta o nivel sérico de colesterol no plasma em comparagcdo ao grupo

CT.
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Figura 17- Dosagem do colesterol plasmatico nos grupos CT( dieta chow ou comercial), HC 15 e

30 dias, VH prevencdo e tratamento e DMA prevengao e tratamento.

Apés a mensuracdo do colesterol plasmatico, fizemos a mensuracdo do
colesterol fracionado, sendo que os resultados demonstraram um aumento da concentragao
de HDL plasmadtico em animais tratados com o composto DMA.
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Figura 18- Nivel de HDL plasmatico nos animais HC 30d ( dieta HC 30 dias), VH tratamento e

DMA tratamento.
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4- Area de lesdo

Efeito do composto quinazolinico DMA sobre a drea de lesdo aterosclerética na

base da artéria aorta de camundongos LDLr-/-.

4.1- Prevengao

As dreas de lesdo foram medidas nos trés grupos:CT(dieta HC
15 dias),VH(dieta HC 15 dias + VH gavagem) e DMA(dieta HC 15 dias +DMA gavagem).
Os resultados demonstraram que houve uma diminui¢c@o na area de lesdo do grupo VH em
relacdo ao grupo CT e uma diminui¢do significativa da drea de lesdo do grupo DMA em

relagcdo ao grupo CT. A dose utilizada do composto foi de 30mg/kg.

A GAVAGEM FOI INICIADA CONCOMITANTEMENTE A DIETA HC.
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Controle == - = 5=

Figura 19- Base da artéria aorta.O grupo controle foi alimentado com dieta Chow por 15 dias.
O grupo VH foi alimentado com dieta hipercolesterolémica por 15 dias e gavado por
15 dias com o veiculo. O grupo DMA foi alimentado com dieta hipercolesterolémica
por 15 dias e gavado por 15 dias com DMA diluido em veiculo.

(azul-endotélio/vermelho-placa aterosclerdtica) (aumento de 20X).
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Figura 20- Area de lesio aterosclerética nos animais no tratamento preventivo(HC 15 dias,

VH 15 dias e DMA 15 dias).

4.2- Tratamento

As dreas de lesdo foram medidas nos trés grupos:CT(dieta HC 30 dias),
VH(dieta HC 30 dias + VH) e DMA(dieta HC 30 dias + DMA). Os resultados
demonstraram que houve uma diminui¢@o substancial da drea de lesdao do grupo DMA em

relagcdo ao grupo CT. A dose utilizada do composto foi de 30mg/kg.

A GAVAGEM FOI INICIADA NO DECIMO SEXTO DIA DE DIETA HC.
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Figura 21- Area de lesdes ateroscleréticas no tratamento com DMA (HC 30 dias, VH 15
dias+dieta, DMA 15 dias+dieta).
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Os resultados deste estudo mostraram evidéncias de que o tratamento com o
composto quinazolinico DMA atenua a aterosclerose induzida por dieta
hipercolesterolémica em camundongos LDLr"". Este efeito foi observado tanto quando o
tratamento foi aplicado de forma preventiva como quando foi aplicado em camundongos
com lesdes pré-estabelecidas. Outro resultado importante do tratamento com DMA,
com possiveis implicagdes no seu efeito sobre as placas aterosclerdticas, foi o aumento dos
niveis séricos de HDL observado nos camundongos que receberam o composto e foram
alimentados com dieta hipercolesterolémica, em comparacdo com os camundongos que
foram tratados com veiculo apenas. De maneira geral, estes resultados indicam ser o DMA
um potente agente anti-aterog€nico, com potencial para aplicagdes na prevencao,

bem como no tratamento secundario da aterosclerose.

Modelo de Aterosclerose

A proposta de que os efeitos anti-aterogénicos do DMA observados no presente
estudo tem potencial para ser aplicado no tratamento da aterosclerose, tem suporte no fato
de que o modelo de aterogénese do camundongo LDLr”" reproduz varios dos mecanismos

patogenéticos da doenga natural em seres humanos.

Nosso entendimento atual ¢ que o desenvolvimento das placas de aterosclerose
resulta do acuimulo de LDL na intima das artérias, seguido de diapedese de leucocitos,
formacgao de células espumosas, proliferagdo de células musculares lisas e proliferacao de

tecido conjuntivo (Hansson, 2005; Ross, 1999; Lusis, 2002).

Remonta as primeiras décadas do século passado, a idéia de que o
desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas estd associado ao excesso de lipides
circulantes, particularmente do colesterol (Ignatowski, 1908). A doenca natural em seres
humanos ¢ multifatorial, sendo influenciada por fatores de origem genética ainda pouco
conhecidos e fatores adquiridos como dislipidemias, diabetes e inflamagao sistémica
cronica (Lusis, 2002). No entanto, esta bem estabelecida a associagdo entre

hipercolesterolemia e aumento da concentracdo sérica de lipoproteina de baixa densidade
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(LDL - hiperlipoproteinemia) e a incidéncia de aterosclerose e/ou de suas consequéncias
clinicas como infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (Lusis, 2002).
Hiperlipoproteinemias podem ocorrer em conseqiiéncia de excesso de sintese ou deficiéncia
na remoc¢do e metabolizagdo de LDL. Sao conhecidas varias formas de
hiperlipoproteinemias de origem genética, tanto monogénicas como poligénicas.
No entanto, as hiperlipoproteinemias mais comuns sdo as secundarias que acompanham
outras doencas como o diabetes, insuficiéncia renal, alcoolismo, hipotiroidismo e
obesidade. E importante salientar que o conhecimento das formas genéticas de
hiperlipoproteinemias, apesar de raras, permitiram grandes avangos no entendimento da
aterogénese e forneceram a base para o desenvolvimento de modelos de camundongos
geneticamente modificados utilizados largamente nos dias de hoje em estudos de

mecanismos de aterogénese.

Pacientes com hipercolesterolemia familiar representam um dos exemplos mais
ilustrativos da capacidade de hipercolesterolemia e hiperlipoproteinemia de induzir o
aparecimento de aterosclerose. Nesta doenca, os niveis plasmdticos de colesterol e LDL
sdo bastante elevados devido a auséncia ou disfuncdo dos receptores de LDL.
Normalmente, a ligagdo do LDL ao seu receptor ocorre supressdo da atividade da enzima
HMG-CoA-redutase que € o passo limitante da sintese endogena de colesterol no figado e
outros tecidos, o que resulta em controle adequado dos niveis circulantes de colesterol e
LDL. Em individuos com hipercolesterolemia familiar o figado e os demais tecidos
continuam a produzir grandes quantidades de colesterol em conseqiiéncia da auséncia de
supressao da sintese endogena. Nesta situagdo a aterosclerose se desenvolve precocemente

levando rapidamente ao estabelecimento de lesdes aterosclerdticas obstrutivas.

A hipercolesterolemia causa alteragdo focal do endotélio das artérias de grande
e médio calibre. Este fendmeno parece ser permissivo para a infiltragdo de LDL na parede
das artérias, sendo que a retengdo destas macromoléculas na camada intima inicia uma
resposta inflamatoria local (Skalen et al, 2002;Leitinger, 2003). A modificacdo dos
complexos lipoprotéicos das LDL retidas na intima, devida a sua oxida¢do ou ataque

enzimatico, leva a liberacdo de fosfolipides que podem produzir alteragdes das células
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endoteliais caracterizadas pelo aumento da expressdo de moléculas de adesdo e genes

pro-inflamatérios (Dai et al, 2004).

Camundongos sdo, em geral, resistentes ao desenvolvimento de aterosclerose,
principalmente devido a peculiaridades do metabolismo de lipides (Trogan et al, 2004).
Nesta espécie, a maior parte do colesterol ¢ transportado na fracao de lipoproteinas de alta
densidade (HDL), que sabidamente protegem contra o desenvolvimento de aterosclerose,
sendo relativamente baixas as concentragdes de VLDL e LDL (Trogan et al, 2004).
Isto se deve ao fato de que o figado murino tem alta capacidade de clearance de LDL,
0 que contribui para manter os niveis de colesterol em niveis relativamente baixos em

relacdo aqueles observados em seres humanos (Trogan et al, 2004).

O camundongo LDLr" foi concebido como um modelo para estudo da
hipercolesterolemia familiar e, de fato, reproduz diversas caracteristicas da aterogénese
natural observada em seres humanos, sendo, nos dias de hoje o modelo murino mais
frequentemente utilizado no estudo dos efeitos da dieta na aterosclerose. Comparados com
o tipo selvagem da cepa C57BL/6, camundongos LDLr-/- alimentados com dieta regular
exibem elevados niveis de LDL e colesterol e desenvolvem lesdes ateroscleroticas
lentamente (Sehayek et al,2001; Moore e Kawashiri,2003). Contudo, a adi¢do de
colesterol a dieta resulta em expressivo aumento dos niveis de VLDL e de LDL, juntamente
com desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas avangadas em cerca de 2 a 3 meses
(Ishibashi et al, 1994). Em acordo com estes resultados, no presente estudo encontramos
aumento expressivo do colesterol (4 vezes e 2 vezes respectivamente) e triglicérides (25%)

apo6s 15 e 30 dias de dieta hipercolesterolémica.

As lesdes no modelo de camundongos LDLr-/- iniciam-se na base da aorta, mas
evoluem para atingir grande parte da mesma e seus ramos principais, sendo que as lesdes
progridem do acimulo de células espumosas em estrias gordurosas para placas
fibro-proliferativas com nucleos lipidio/necroticos, semelhante ao espectro de lesdes

observados na doenga aterosclerotica em seres humanos (Reardon et al, 2003).

4

Neste modelo, também ¢ encontrada disfuncdo endotelial, expressdo de
moléculas de adesao e pro-inflamatorias, acuimulos de LDL oxidada na parede dos vasos e

elevados titulos de auto-anticorpos para epitopos da LDL oxidada e este aumento,
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assim como na doenca natural dos seres humanos, se correlaciona com a extensao da
aterosclerose (Palinski et al, 1995). Além disso, esses animais em poucos dias de inducao
por dieta hipercolesterolémica, possuem uma grande capacidade de formacdo de placas

ateroscleroticas(Krieger et al, 20006).

O modelo LDLr-/- também tem sido utilizado para o estudo dos efeitos de
agentes farmacologicos anti-aterogénicos ja avaliados no tratamento de pacientes.
Por exemplo, o tratamento de camundongos LDLr-/- com estatinas tem permitido constatar
a prevengdo e regressdo da aterosclerose experimental, mas também, decifrar possiveis
mecanismos envolvidos no efeito anti-aterogénico daqueles compostos (Kawak et al, 2003).
Portanto, o uso deste modelo podera, em estudos futuros que utilizem o tratamento com

DMA, indicar novos mecanismos nao suspeitados, envolvidos na aterogénese.

Um aspecto importante dos nossos resultados foi a indicacdo de que o DMA
pode ser efetivo ndo apenas na prevencdao primdria da aterogénese, mas também no
tratamento secundario de lesdes ja estabelecidas. Esta conclusdo teve base no fato de que
camundongos LDLr-/- alimentados previamente com dieta hipercolesterolémica por 15 dias
e tratados com DMA por mais 15 dias, e mantidos em dieta hipercolesterolémica
apresentaram dimensdes das placas ateroscleroticas significativamente menores do que
camundongos LDLr-/- que receberam a dieta por 15 ou 30 dias e foram tratados com o
veiculo. Esta possibilidade ¢ estimulante, ja que as evidéncias de regressdo da aterosclerose
sdo ainda escassas e a procura por agentes farmacologicos que eficazmente reduzam as
dimensdes e complicagdes de placas aterosclerdticas sendo o foco de grande esfor¢o na

pesquisa em aterosclerose.

Neste contexto € preciso salientar que, apesar de os dados indicativos de que o
DMA possa atuar no tratamento secundario da aterosclerose no modelo de camundongo
LDLr-/-, sdo ainda necessarios estudos que avaliem a involugao das placas de aterosclerose
in vivo, ja que nosso estudo, realizado com exames morfométricos post-morten,

ndo permitiram o acompanhamento do curso temporal do efeito do DMA.

Portanto, de maneira geral, o modelo utilizado neste estudo preenche véarios
requisitos para o estudo da aterogé€nese, bem como para testes de agentes farmacoldgicos

com propriedades antiaterogénicas, sugerindo que nossos resultados com o DMA podem
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dar suporte ao uso deste tipo de composto no tratamento de individuos com aterosclerose

primdria e secunddria.

Mecanismo de Acao

Os resultados que demonstraram mudanga no perfil das lipoproteinas séricas,
com aumento da concentracdo plasmatica de HDL sugerem que o efeito anti-aterogénico do
DMA pode ser relacionado a uma agdo primdria ou secundaria no metabolismo de
lipoproteinas. De fato, aumento nos niveis circulantes de HDL se associam com protecdo
ao aparecimento da aterosclerose e também regressao de lesdes estabelecidas (Parolini et al,
2005). De acordo com esta idéia, estudos anteriores em camundongos sugeriram que o
aumento dos niveis de HDL ndo bloqueiam a formagdo da lesdo aterosclerdtica mas age

apenas na sua regressao (Desumont et al, 2000).

No entanto, os resultados do nosso estudo ndo esclareceram quais os
mecanismos responsaveis por este efeito do DMA no perfil lipidico. Neste contexto,
¢ preciso salientar que os derivados anilinoquinazolinicos foram inicialmente idealizados e
sintetizados (Fry et al, 1994; Rocco et al, 2004) como inibidores de tirosino quinases.
Estes compostos organicos sintéticos guardam algum grau de homologia com o ATP e
foram propostos inicialmente como antagonistas de tirosino-quinases que sao moléculas de
sinalizagdo com diversas fungdes celulares. Assim, na aterogénese, vale mencionar que
receptores de fatores de crescimento como PDGF, VEGF e IGF sdo tirosino quinases e
contribuem para funcgdo de fibroblastos, células endoteliais, leucdcitos, células musculares
lisas, plaquetas e fibroblastos, todas com potencial envolvimento na aterogénese. A inibi¢ao
de tirosina quinases pode, como conseqiiéncia, influenciar diversos aspectos da
aterogénese. H4 na literatura, indicacdes de que inibidores de tirosino-quinases podem
exercer efeitos pr6 ou anti-aterogénico, dependendo do modelo experimental utilizado e da
especificidade do inibidor. Os receptores de tirosina kinases sao glicoproteinas
transmembranicas ativadas por peptideos especificos (fatores de crescimento) e mantém a
fun¢do da proteina tirosina quinase que cataliza a transferéncia do fosfato de ATP para os

residuos de substratos de proteinas tirosina, envolvidos em fungdes celulares como a
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proliferacao, diferenciacdo, migragdao ou apoptose (Hubbard e Till ,2000). Os receptores

(EGFR, PDGFR) possuem um papel crucial na regulagdo da proliferacdo celular e sua
sobrevivéncia. Sua expressdo ¢ baixa em vasos normais, aumentando em lesdes
ateroscleroticas, devido ao aumento da expressdo de seus ligantes (Ross, 1993).
A ativagao do PDGFR pode estimular a migragao e proliferagao de células musculares lisas
e na area da intima do vaso, e sintetizar moléculas da matriz na formagdo da capa fibrosa
(Pompili et al, 1995). PDGF estd muito expresso em lesdes aterosclerdticas,
sendo considerado um mecanismo de reparo, contrabalanceando a apoptose de células
musculares lisas induzidas por lesdo local e prevenindo a ruptura de placa e eventos
subsequentes de trombose (Waltenberger, 1997). Por outro lado, o PDGF pode participar da
proliferacdo celular que ocorre nas 4areas aterosclerdticas sendo importante no

desencadeamento da restenose (Pompili et al,1995).

Experimentos feitos em nosso laboratorio, demonstraram que um dos
mecanismos do composto poderia ser de inibicdo da adenosina kinase, aumentando a
biodisponibilidade de adenosina em animais que receberam o composto DMA por via oral

(Marin e Franchini, 2005).

Estudos recentes indicaram que a adenosina, agindo nos receptores Aja,
pode inibir a inflamagdo. Estes receptores sdo encontrados na maioria das células
provenientes da medula 6ssea (Linden, 2005). A resposta celular parece ser mediada
predominantemente pelo AMP ciclico e resulta na diminuicdo de TNFaliberado pelos
monocitos (Link et al,2000), reducdo da ativacdo plaquetaria (Lappas et al,2005) e inibigdo
da oxidagao de neutrofilos (Fredholm et al,1996). Além do mais, estas respostas previnem
a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias e radicais de oxigénio, previnem a ativagdo das
células endoteliais, e diminuem a oclusdo microvascular (Linden ,2005). Ohta e Sitkovsky
em 2001, demonstraram que a adenosina estd fisiologicamente envolvida na ativagao das
células imunes e na protecdo tecidual na inflamacdo aguda in vivo. A adenosina
extracelular acumulada em areas inflamadas com danos na microcirculagdo, diminui o

suprimento sanguineo e a tensdo da baixa taxa de oxigénio (Sitkovsky, 2003).

Estudos realizados em nosso laboratorio, ainda ndo publicados indicam que o
aumento de adenosina induzido por DMA reduz a atividade de células inflamatérias em

modelo de peritonite por tioglicolato, efeito este acompanhado por redugdo nos niveis

Discussdo

96



locais e circulantes de citocinas pro-inflamatérias. Por outro lado, em macrofagos isolados
em cultura demonstramos que a adenosina € 0 DMA promovem a reducdo da expressdao do
fator de transcri¢dao pro-inflamatoério NF-kB, sugerindo que o efeito anti-inflamatorio do

DMA estd, provavelmente ligado a acdo da adenosina nas células inflamatdrias.

A hipercolesterolemia pode ser a causa direta ou indireta da disfun¢do cardiaca.
Os efeitos diretos dos altos niveis de colesterol sdo associados com mudangas nas
atividades das enzimas do sarcolema cardiaco como, por exemplo, a ATPase
(Saini et al,2004). Além do mais, colesterol alto induz mudancas de composicao, estruturais
e funcionais nas células musculares lisas das artérias que participam na progressdo da
aterosclerose (Chen et al, 1995) (Tulenko et al,1998). A disfunc¢do endotelial mediada pela
redugdo da sintese e aumento da destruicao do 6xido nitrico (NO), um agente vasodilatador,
também tem sido vista em resposta aos altos niveis de colesterol (Saini et al, 2004).
Por outro lado, os efeitos indiretos do colesterol estdo ligados a conversdo ao LDL oxidado,
o qual € visto como o maior estimulante da proliferacao de células musculares lisas, adesao
e migracdo de mondcitos assim como a formacdo de células espumosas

(Berliner e Heinecke, 1996).

Apesar de termos demonstrado o efeito anti-aterogénico do DMA,
ndo realizamos estudos aprofundados no sentido de esclarecer os mecanismos pelos quais o

DMA reduz a aterosclerose no modelo de camundongo LDLr-/-.
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Os resultados deste estudo indicam que o DMA € eficaz no tratamento
preventivo bem como no tratamento de lesdes estabelecidas no modelo de aterosclerose
induzida por dieta hipercolesterolémica em camundongos LDLr -/-. Tendo em vista que,
o DMA por inibir a atividade da adenosina quinase, aumenta a biodisponibilidade da
adenosina nos tecidos, o efeito anti-aterogénico do DMA resulta, presumivelmente,

da acdo anti-inflamatéria da adenosina.
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