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RESUMO

A aterosclerose ¢ uma das principais doengas causadoras de morbidade e mortalidade nas
populagdes ocidentais. Uma das teorias mais consistentes para explicar os mecanismos
celulares e moleculares da aterogénese ¢ a chamada “hipétese oxidativa”, que aponta a
oxidacdo da LDL como evento central na génese e no desenvolvimento das lesdes.
Recentemente demonstramos que camundongos geneticamente deficientes do receptor de
LDL (LDLRO), modelo da hipercolesterolemia familiar humana, apresentam disfuncao
mitocondrial em varios tecidos, o que pode ser altamente relevante para o processo
aterosclerotico. As mitocondrias destes animais apresentam aumento de geragdo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) devido a diminui¢do de seu conteido de NADPH,
principal poder redutor para reconstituicdo de seu sistema enzimdtico antioxidante.
Propusemos que o consumo deste poder redutor do NADPH era conseqiiéncia de uma
esteroidogénese aumentada nos tecidos dos camundongos LDLRO. A deficiéncia
mitocondrial de substratos dependentes de NADPH foi confirmada e tratamentos in vitro
com isocitrato e in vivo com citrato corrigiram parcialmente o estresse oxidativo
mitocondrial destes animais. Neste projeto investigamos, se o aumento de producdo de
EROS mitocondrial e a severidade da aterosclerose em camundongos LDLRO poderiam ser
corrigidos ou reduzidos por: 1- reposi¢ao de substratos dependentes de NADPH (citrato), e
2- tratamento com o antioxidante Vimang®, o qual tem efeito protetor em mitocondrias
desafiadas com pro-oxidantes. Em ambos os estudos utilizamos 2 protocolos de
investigacdo das lesdes ateroscleréticas: lesdo induzida por dieta rica em colesterol e lesdo
espontanea (dieta comercial livre de colesterol). Os animais tratados com alta concentracao

de citrato (120 mM) e dieta com colesterol apresentaram aumento na area das lesdes



ateroscleroticas da raiz da aorta. Com relagdo as lesdes espontaneas, tratamentos por longo
prazo com citrato diluido (2.44 mM) ou pravastatina (10 mg/Kg), isoladamente, nio
tiveram efeito, enquanto a combinagdo de citrato+pravastatina aumentou o tamanho médio
das lesdes ateroscleroticas (4 vezes em relagdo ao grupo ndo tratado, p<0.05). A producao
de espécies reativas de oxigénio (EROS) ndo diferiu em mitocondrias de figado dos 4
grupos, e foi mais elevada nos linfocitos de bago do grupo tratado com pravastatina. Os
camundongos tratados por 2 semanas com o antioxidante Vimang® e alimentados com
dieta enriquecida com colesterol, apresentaram diminui¢do nas concentragdes plasmaticas e
hepaticas de colesterol, no entanto a darea de lesdo aterosclerdtica niao diminuiu
significativamente. Nos estudos com Vimang® em longo prazo e dieta isenta de colesterol
foram verificados efeitos benéficos de reducdo de colesterolemia e da produ¢do de EROS
pelos linfocitos. No entanto, houve aumento do tamanho das lesdes aterosclerdticas
espontaneas. Andlises de correlagdo univariadas com o estudo citrato, Vimang® e o
conjunto de dados de ambos estudos mostraram que o tamanho médio das lesdes adrticas se
correlaciona positivamente com as concentragdes plasmaticas de colesterol, de triglicérides,
da enzima hepatica fosfatase alcalina, substincias reativas ao 4cido tiobarbiturico
(TBARS), e com velocidade de oxidagdo de NADPH e de producdo de EROS pelas
mitocondrias hepaticas, mas ndo com a produ¢do de EROS pelos linfécitos do baco.
Analises multivariadas demonstraram a importancia dos lipideos plasmaticos e da producao
de EROS mitocondrial hepatico na severidade da aterosclerose em relacdo aos outros
parametros. Andlise de correlagdo ajustada pelos valores de colesterol e triglicérides
evidenciou a contribuicdo significativa e independente dos pardmetros indicadores de
estresse oxidativo mitocondrial hepatico na formagdo da lesdo de aterosclerose. A partir

destes resultados, propusemos como hipdtese que o estresse oxidativo hepatico tem um



papel central no mecanismo de formagdo da lesdo vascular neste modelo. Tal conexdo se
daria através da secrecdo hepatica de fatores pro-aterogénicos, os quais poderiam ser de

natureza inflamatéria ou metabolica.

ABSTRACT

Atherosclerosis is a major cause of morbidity and mortality in the Western World. One of
the main theories to explain atherogenesis is named “oxidative hypothesis”. Accordingly,
LDL oxidation is a central event in the genesis and development of atherosclerotic lesions.
Recently, we demonstrated that LDL receptor deficient mice (LDLRO) present
mitochondrial dysfunction in several tissues, which may be relevant to atherogenesis. The
mitochondria of these animals present increased reactive oxygen species (ROS) generation
due to decreased NADPH content, the main reducing power for the antioxidant enzymatic
system. We proposed that consumption of NADPH (in the reduced state) content was a
consequence of elevated steroidogenesis in the LDLRO mice tissues. The mitochondrial
deficiency of NADPH dependent substrates was directly confirmed, and isocitrate (in vitro)
and citrate (in vivo) treatments partially corrected the mitochondrial oxidative stress in this
model. In this project we studied whether the increase of mitochondrial ROS production
and the atherosclerosis severity in the LDLRO mice could be corrected or diminished by: 1-
NADPH dependent substrates replacement (citrate), and 2- treatment with the antioxidant
Vimang®, which has protective effect against pro-oxidants in mitochondria. In both studies
we used 2 protocols to study atherosclerotic lesions: high cholesterol diet-induced lesion
and spontaneous developed lesions (diet without cholesterol). Animals treated with high
concentration of citrate (120 mM) and high cholesterol diet presented increased aorta

atherosclerotic lesion areas. Regarding the spontaneous lesions study, chronic treatments
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with diluted citrate (2.44 mM) or pravastatin (10 mg/Kg) isolated did not affect, while the
citratet+pravastatin combination increased the mean atherosclerotic lesion size (4 fold,
p<0,05). The liver mitochondrial ROS production was similar among the 4 groups, and was
elevated in the spleen lymphocytes of pravastatin treated group. Mice treated during 2
weeks with Vimang® and fed with high cholesterol diet presented decreased plasma and
liver cholesterol levels; however the atherosclerotic lesion area was not reduced. In the
Vimang® chronic studies with no dietary cholesterol, beneficial effects were verified, i.e.,
reduction in the plasma cholesterol and lymphocytes ROS production rate. However, the
spontaneous atherosclerotic lesions were significantly enhanced. Univariate correlation
analysis showed that the aorta lesion size was positive and significantly correlated with
plasma cholesterol, triglycerides, alkaline phosphatase, TBARS and hepatic mitochondrial
NADPH oxidation and ROS production, but not with lymphocyte ROS production. By
multivariate analysis only plasma lipids and hepatic mitochondrial ROS production were
significantly related with atherosclerotic lesion area. Partial (adjusted for cholesterol and
triglycerides) correlation analysis evidenced that hepatic mitochondrial oxidative stress was
independently correlated with atherosclerosis development. Thus, we hypothesize that the
hepatic oxidative stress has a central role in the mechanism of vascular lesion formation in
this animal model. The connection could occur through hepatic secretion of pro-atherogenic

inflammatory or metabolic factors.
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INTRODUCAO

Lipoproteinas plasmaticas

O colesterol (COL) e os ésteres de colesterol, assim como os triglicérides (TG) e os
fosfolipides (PL), provenientes da dieta ou sintetizados pelos tecidos sdo transportados na
circulacdo sanguinea complexados com proteinas formando as lipoproteinas e sao
distribuidos para os diferentes tecidos por processos mediados por receptores ou
transportadores.
Ha cinco classes principais de lipoproteinas plasmaticas (LP) transportadoras de lipideos,
classificadas de acordo com a sua densidade: as LP de densidade alta, baixa, intermediaria e
muito baixa, respectivamente, HDL, LDL, IDL, VLDL, e os quilomicrons (QM). As varias
LP diferem entre si em termos de densidade, tamanho e migracao eletroforética, ja que t€ém
composi¢ao lipidica e protéica distintas. QM e VLDL sdo as chamadas LP ricas em
triglicérides, de origem intestinal (lipideos da dieta) e hepatica, respectivamente. Essas LP
sao metabolizadas no compartimento vascular pela lipoproteina-lipase (LPL) que hidrolisa
seus TG gerando particulas remanescentes de quilomicrons e de VLDL enriquecidas em
colesterol. As IDL sdo os produtos intermedidrios ¢ as LDL os produtos finais do
catabolismo intravascular das VLDL. A LDL ¢ a LP que transporta a maior parte do
colesterol (cerca de 70%) do plasma dos seres humanos. As IDL e LDL sao removidas da
circulacdo sanguinea via receptores de LDL, amplamente expressos em tecidos em
proliferagdo, tecidos esteroidogénicos (gonadas e adrenal) e principalmente figado (Brown
e Goldstein, 1986). Os remanescentes de QM e as IDL sdo também rapidamente captados
por outros receptores hepaticos chamados LRP (LDL receptor related protein) (Herz et al.,

1988). Uma vez dentro da célula, o colesterol derivado das LP exerce varias acdes
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regulatorias, incluindo a supressdo da expressdo da enzima que catalisa a etapa limitante da
biossintese do colesterol, a HMG-CoA reductase, e a supressdo da transcricdo do gene do
receptor da LDL. Desta forma, as células tornam-se protegidas de um aumento excessivo
da concentragdo de colesterol. Por outro lado, na deprivacdo de colesterol, as células
aumentam a expressao da HMG-CoA reductase estimulando a sintese de novo de colesterol
e aumentam também a expressdo dos receptores de LDL, promovendo captagdo do
colesterol exdgeno. Os mecanismos moleculares envolvidos nesta fina regulagdo da
concentragdo intracelular de colesterol foram elucidados gracgas aos trabalhos pioneiros dos
agraciados com o Prémio Nobel de 1985, Michael Brown e Joseph Goldstein (Brown e
Goldstein, 1997). Quando as concentragdes intracelulares de colesterol estdo altas, uma
proteina de membrana do reticulo endoplasmatico denominada SREBP (sterol regulatory
element-binding protein) encontra-se inativa e ligada a outra proteina chamada SCAP
(SREBP cleavage-activating protein), a qual atua como um sensor da quantidade de
colesterol nas membranas. Quando a concentragdo de colesterol nas membranas diminui
ocorre uma mudanca conformacional na proteina SCAP que permite que o complexo
SCAP-SREBP se desligue da proteina INSIG (insulin-induced gene) e se associe a
vesiculas contendo COPII, as quais migram para o complexo de Golgi. No complexo de
Golgi, a SREBP ¢ clivada sequencialmente por duas diferentes proteases. A primeira
clivagem ¢ catalizada por uma serina-protease (S1P) ligada a membrana que cliva a SREBP
no lado luminal. Em seguida, uma metaloprotease também ligada & membrana (S2P) cliva o
primeiro dominio transmembrana da SREBP préximo a interface com o citoplasma,
liberando a por¢do amino-terminal da SREBP que pertence a familia de fatores de

transcrigdo bHLH (basic helix-loop-helix). Esse dominio constitui a SREBP ativa que

14



transloca-se para o nucleo e estimula a transcrigdo dos genes do receptor da LDL, da
HMCCoA redutase e outros genes responsivos ao colesterol (Gimpl et al, 2002).

A concentracdo de LDL no plasma varia em fun¢do do numero de receptores de
LDL nos tecidos, principalmente no figado. Estes podem estar diminuidos por defeito
genético ou por excesso de colesterol na dieta, que aumenta o aporte de lipoproteinas de
origem intestinal (QM e remanescente) para o figado.

Anormalidades no metabolismo das lipoproteinas plasmaticas, principalmente
elevagdo da concentragdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e reducdo das
lipoproteinas de alta densidade (HDL), sdo fatores de risco primarios para aterosclerose
(Assmann, 2001; Gordon e Rifkind, 1989). A aterosclerose, principal responsavel pela
patogénese do infarto do miocéardico e cerebral, e outras doencas vasculares periféricas,
permanece como principal causa de morbidade e mortalidade nas populacdes ocidentais
(Libby, 2005).

Hipétese oxidativa da aterogénese

A hipotese oxidativa ¢ uma das teorias mais aceita atualmente para explicar o
processo da aterogénese (para revisdo ver Chisolm e Steinberg, 2000). Concentra¢des
elevadas de LDL plasmatica resultam em aumento de infiltragdo de LDL no espaco
subendotelial e maior reten¢@o desta lipoproteina neste microambiente (Madamanchi et al.,
2005). Neste compartimento, as LDL s3o susceptiveis a diversas alteragdes quimicas tais
como, clivagem enzimatica e principalmente oxidagao, tanto de seus componentes lipidicos
como protéicos, através da acdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) geradas pelas
células da parede arterial (Ting et al., 1997). As LDL podem apresentar diversos graus de
oxidagdo ¢ se diferenciam estruturalmente ¢ funcionalmente das LDL nativas (Frei, 1999;

Steinberg e Witztum, 2002). Uma vez modificada quimicamente, a LDL estimula as células
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endoteliais a expressarem moléculas de adesdo facilitando a adesdo e transmigracdo de
células linfomonocitarias circulantes para o espago subendotelial (Nedeljkovic et al., 2003).
Os monocitos proliferam-se e diferenciam-se em macréfagos que captam as LDL
modificadas via receptores scavenger. Diferentemente dos receptores de LDL, os
receptores scavenger nao siao regulados pelo conteudo intracelular de colesterol e os
macrofagos captam as LDL modificadas de maneira continua transformando-se em células
espumosas. As principais propriedades aterogénicas das LDL oxidadas podem ser assim
resumidas: 1- estimulo ao recrutamento de monocitos circulantes para camada intima da
artéria, 2- inibicdo da habilidade dos macréfagos residentes de deixarem o espaco
subendotelial, 3- aumento da taxa de captagao de lipoproteina modificada pelos macrofagos
que levam a formacdo de foam cell, 4- citotoxicidade e indugdo de disfuncao endotelial
(Stocker e Keaney, 2004).

Com a evolugdo do processo, as células espumosas morrem, tanto por necrose como
por apoptose, € vao constituir o nucleo necroético da lesdo aterosclerotica avangada. Células
musculares lisas também migram da camada adventicia para intima, proliferam-se e
eventualmente transformam-se em células espumosas. O processo ocorre em progressao
geométrica com a participacao de um grande ntimero de fatores de crescimento, citocinas e
moléculas vasoregulatorias (Libby, 2000; Lusis, 2000; Ross, 1993).

Mitocondrias, estresse oxidativo e morte celular

As mitocondrias sdo responsaveis pelo metabolismo energético oxidativo celular.
Durante a transferéncia de elétrons provenientes dos substratos do ciclo de Krebs, através
da cadeia respiratdria mitocondrial até o aceptor final oxigénio, ocorre liberacdo de energia,
primeiramente conservada na forma de um gradiente eletroquimico de protons através da

membrana mitocondrial interna e, posteriormente, na forma de ATP, gerado pela ATP
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sintetase que utiliza o gradiente eletroquimico de protons para fosforilagio de ADP
(Mitchell, 1966). Medidas in vitro mostram que, em condi¢des fisiologicas e dependendo
do tipo de tecido, até 2% do O, consumido pela mitoncondria pode ser convertido no
radical anion superéxido (Boveris, 1977) durante o transporte eletronico pela cadeia
respiratoria. Isso ocorre pela reducdo monoeletronica do O, pelas oOxido-redutases
principalmente do complexo respiratério I e III (Kowaltowski e Vercesi, 1999). O radical
livre superdxido apresenta reatividade quimica moderada em solucdo aquosa, e pode sofrer
diversas reacdes na mitocondria, gerando outros produtos reativos, como o perdxido de
hidrogénio e o radical hidroxil, aqui chamados coletivamente de espécies reativas de
oxigénio (EROS). Como a producdo do superdxido ¢ um processo fisioldgico e continuo, a
mitocondria possui também um eficiente sistema antioxidante formado por enzimas,
nucleotideos de piridina e vitaminas. Em situacdes em que a geragdo de superdxido supera
a capacidade antioxidante da mitocondria levando ao acumulo de EROS, danos oxidativos
ocorrem em DNA, lipideos e proteinas das proprias mitocondrias (Kowaltowski et al.,
2001). O aumento da geragdo de EROS na mitocondria induz uma permeabilizagdo nao
especifica da membrana mitocondrial interna, um fendmeno conhecido como transi¢ao de
permeabilidade mitocondrial (MPT), que resulta em inchamento da organela, perda de
componentes da matriz e comprometimento da fun¢ao mitocondrial. A libera¢do de fatores
pré-apoptdticos e a eventual ruptura da membrana externa das mitocondrias podem levar a
morte celular, seja por apoptose ou necrose (Green e Kroemer, 2004; Kowaltowski et al.,
2001; Skulachev, 2000).

Na ultima década acumularam-se evidéncias do envolvimento de disfungdes
mitocondriais em vdarias doengas metabdlicas e degenerativas (Lemasters e Nieminen,

2001). Dislipidemias primdrias repercutem na fun¢do mitocondrial (Vercesi et al., 2007,
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Vercesi et al.,, 2006). Camundongos geneticamente hipercolesterolémicos apresentaram
uma elevada produ¢do de EROS mitocondrial devido a diminuicdo na capacidade do
sistema antioxidante glutationa e tioredoxina redutase/peroxidase causada por deplegdo
mitocondrial de NAPDH (Oliveira et al., 2005; Paim et al., 2008). Por outro lado, em
camundongos geneticamente hipertrigliceridémicos, com aumento severo na concentracao
de triglicérides e 4cidos graxos circulantes ocorre ativagio do canal de potassio (K')
mitocondrial, resultando em um brando desacoplamento mitocondrial. Este processo
resulta em aumento da taxa metabolica hepatica e corporal (Alberici et al., 2006).
Antioxidantes e aterogénese

Muitos antioxidantes tém sido estudados com finalidade terapéutica contra
aterosclerose. Diversos estudos em humanos (Hertog et al., 1993; Kritchevsky et al., 1995;
Stephens et al., 1996; Street et al., 1994), e em modelos animais (Koga et al., 2004;
Kurosawa et al., 2005; Nakata e Maeda, 2002) relacionaram o uso de antioxidantes com
diminui¢do de doencas cardiovasculares. Por outro lado, inimeros estudos em humanos e
em modelos animais foram surpreendentemente negativos. Tratamentos com probucol em
camundongos deficientes do receptor de LDL ou de apolipoproteina E alimentados com
dieta aterogénica (Bird et al., 1998; Zhang et al., 1997) causaram aumento do
desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas. Coelhos alimentados com dieta rica em
colesterol e tratados com resveratrol (polifenol extraido de uva) apresentaram lesdes
ateroscleroticas maiores que os ndo-tratados (Wilson et al., 1996). A suplementagdo com
vitamina E isoladamente promoveu um aumento de trés vezes na producdo de radicais
superoxido por macrofagos peritoneais de camundongos (Sanchez et al., 2000). Estudos em
humanos também demonstraram a ineficiéncia da suplementacdo com vitamina E, isolada

ou combinada com outros antioxidantes, contra as doencas cardiovasculares (Stocker e
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Keaney, 2004). Inclusive, alguns estudos associaram a suplementagdo de vitamina E com o
aumento de mortalidade (Bjelakovic et al., 2007; Miller et al., 2005). O tratamento com
vitamina E promoveria a eliminacdo dos radicais livres do organismo podendo interferir em
mecanismos de defesa essenciais como a apoptose, fagocitose e desintoxicagdo. A vitamina
E, em altas doses, pode deslocar outros antioxidantes lipossoliveis presentes no organismo,
modificando o balango dos sistemas antioxidantes endogenos e, na auséncia de mecanismos
eficientes para sua remocao, aumenta a vulnerabilidade ao dano oxidativo (Bjelakovic et
al., 2007; Miller et al., 2005).

Intervengdes farmacoldgicas com antioxidantes ndo-seletivos sdo freqiientemente
ineficientes. A distingdo entre oxidantes de um eletron (le) e dois eletrons (2¢)
desemparelhados ¢ de particular importancia, ja4 que a maioria dos estudos utiliza
antioxidantes com acdo efetiva contra oxidantes-le (Stocker e Keaney, 2004).
Recentemente demonstramos que as mitocondrias dos camundongos deficientes do receptor
de LDL apresentam acumulo de H,O,, mas ndo do radical superdxido (Paim et al., 2008).
Esses achados ressaltam a importancia dos oxidantes-2e na suscetibilidade a aterosclerose.
Reagdes envolvendo H,O, ndo sdo inibidas por antioxidantes classicos como a vitamina E
(Stocker e Keaney, 2004). Como conseqiiéncia, o excesso da producdo de H,O; ndo seria
alterado pela maioria dos antioxidantes vitaminicos estudados. /n vitro, Vimang® teve agao
contra oxidantes-le (radicais hidroxil) e oxidantes-2e (4acido hipocloroso). Além disso,
apresentou acdo quelante de ferro in vitro (Nunez-Selles et al., 2007) e in vivo (Pardo-
Andreu et al., 2008a). Portanto, os resultados da a¢do de compostos antioxidante variam
muito em fun¢do dos tipos, doses e da composi¢do dos microambientes bioldgicos onde
estes se localizam. Assim, ¢ importante testar novos compostos com potencial antioxidante

e estudar sua agdo especifica sobre a mitocondria.
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O extrato aquoso da casca da Maginfera indica L. (mangueira), da familia das
Anarcardiaceaes, denominado Vimang®, composto por uma mistura que inclui polifenois,
terpenodides, esterdides, acidos graxos e microelementos (Nunez Selles et al., 2002)
apresenta efeitos antioxidantes (Martinez et al., 2000; Sanchez et al., 2000), analgésicos e
antiinflamatérios (Garrido et al., 2001; Garrido et al., 2004). Ingestdo didria de Vimang®
(900 mg) diminuiu marcadores de estresse oxidativo no soro de seres humanos idosos
(Pardo-Andreu et al., 2006b). Rodeiro et al (2006) demonstraram que tratamento de
camundongos com doses de at¢ 150 mg/Kg de Vimang®, por dois dias, ndo causou
mutagénese e genotoxidade, e tratamentos in vitro com 1,5 mg/mL de Vimang®, durante
48 horas em cultura primaria de linfécitos humanos nao foram citoxicos.

Modelo experimental de aterosclerose: camundongos hipercolesterolémicos por
deficiéncia genética (knockout do gene) do receptor de LDL

Uma das principais vias de entrada do colesterol nas células ¢ o receptor de LDL.
Defeitos genéticos neste receptor levam a hipercolesterolemia e aterosclerose precoce em
seres humanos (Brown e Goldstein, 1986). A hipercolesterolémia familiar ¢ uma doenca
genética com alta freqiiéncia na forma heterozigética (1:500) na populagdo ocidental
(Pauciullo e Mancini, 1998), e caracterizada pela deficiéncia genética total ou parcial dos
receptores de LDL. Ishibashi et al (1993) empregaram a técnica da recombinag@o homdloga
em células embriondrias para produzir camundongos com o gene do receptor de LDL
inativado e assim reproduziram o fendtipo da hipercolesterolemia familiar. Camundongos
machos e fémeas que ndo expressam receptor de LDL (camundongos LDLRO) sdo viaveis e
férteis. Sob dieta pobre em gordura e colesterol, a concentragdo de colesterol plasmatico
destes animais ¢ 2 a 4 vezes maior que dos camundongos selvagens, devido a um aumento

de sete a nove vezes nas concentragdes IDL e LDL, sem significativa alteragao das HDL. O
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turnover de IDL e LDL nos camundongos LDLRO esta aumentado em 30 vezes e 2 vezes,
respectivamente, mas de HDL ¢ normal. Quando submetidos a dieta rica em gordura, esses

animais desenvolvem aterosclerose e xantomatose severas (Ishibashi et al., 1994).
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JUSTIFICATIVA

Em resultados recentemente publicados por nosso grupo, demonstramos que ha uma
importante contribuicdo das mitocondrias no estabelecimento de um estresse oxidativo em
tecidos de camundongos geneticamente hipercolesterolémicos (LDLRO) (Oliveira et al.,
2005), o que pode ser altamente relevante para a aterogénese destes animais. O aumento de
geracdo de EROS mitocondrial observado foi devido a redugdo da capacidade antioxidante
das mitocOndrias, as quais apresentaram uma diminui¢do de seu contetido de NADPH,
principal poder redutor para reconstituicdo do sistema enzimdatico glutationa
redutase/peroxidase. Como também demonstramos que havia aumento da lipogénese e
esteroidogénese hepatica, propusemos que estes processos biossintéticos eram responsaveis
pelo consumo de grandes quantidades de NADPH, depletando o teor de NADPH
mitocondrial (Oliveira et al., 2005). A contraprova de que o aumento da esteroidogénese ¢
de fato o agente causal da reducdo da capacidade antioxidante mitocondrial poderia ser
obtida com a inibi¢do deste processo e reversao do estresse oxidativo mitocondrial. No
entanto, quando tratamos os animais LDLRO com doses terapéuticas de lovastatina (100
mg/Kg peso) houve uma piora do estresse oxidativo mitocondrial (Velho et al., 2006). Este
efeito se deveu a uma agado toxica da lovastatina, de maneira dose dependente, diretamente
sobre a mitocondria induzindo transi¢do de permeabilidade mitocondrial. Demonstramos
que este efeito foi dose-dependente e menos toxico para estatinas hidrofilicas. Assim, seria
interessante repetir os estudos in vivo com doses menores de estatinas hidrofilicas, por
exemplo, a pravastatina.

Resultados recentemente publicados de nosso grupo confirmam que este estresse
oxidativo mitocondrial nos tecidos dos animais LDLRO deve-se a diminui¢dao de substratos

dependentes de NADP+, por exemplo, o isocitrato, pois o aumento da oxidagdo de NADPH
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e da produgdo de EROS mitocondrial foram corrigidos por administra¢do de isocitrato in
vitro ou por tratamento in vivo dos animais com uma mistura de citrato de sddio e acido
citrico (Paim et al., 2008).

Por outro lado, um combate ao EROS mitocondrial por agentes antioxidantes
também pode ser uma estratégia efetiva na prevencdo da aterogénese. Recentemente foi
demonstrado que o extrato Vimang® tem poder de neutralizar o dano mitocondrial
produzido por agentes pro-oxidantes, por exemplo, impedindo a peroxidagdo lipidica
induzida por Fe*" em mitocondrias isoladas (Pardo Andreu et al., 2005). Foi sugerido que o
componente mangiferina do Vimang®, forma complexo com o ferro inibindo a formacao
de oxiradicais induzida por ferro (Pardo-Andreu et al., 2006a). A produg¢do de EROS por
mitocondrias isoladas do figado de camundongos deficientes do receptor de LDL tratados
com Vimang® por 1 semana estava reduzida em relacdo aos controles (Pardo-Andreu et al.,
2008b). Deste modo, conhecendo as propriedades antioxidantes do extrato Vimang® e
seus efeitos sobre as mitocondrias pretendemos utiliza-lo in vivo para verificar um potencial

beneficio sobre o desenvolvimento de aterosclerose.
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OBJETIVOS

Estudar os efeitos de tratamentos com substrato mitocondrial (citrato), combinado
ou nao com inibidores de esteroidogénese, e do antioxidante Vimang® sobre a geracao de
espécies reativas de oxigénio pela mitocondria hepatica e sobre o desenvolvimento da

aterosclerose em camundongos hipercolesterolémicos por deficiéncia completa de receptor

de LDL.
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MATERIAIS E METODOS

Camundongos hipercolesterolémicos deficientes do receptor de LDL (LDLRO0)

Os camundongos deficientes do receptor de LDL fundadores da colonia foram obtidos no
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME). Todos os experimentos com animais foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Unicamp — Protocolo n°
1101-2 (CEEA/UNICAMP). Os camundongos tiveram acesso a dieta padrao para roedores
(Nuvital CR1, Colombo, Parand) e agua ad libitum, e foram mantidos em camaras com
temperatura de 22 £ 1°C e ciclos de 12 h de claro-escuro. Os fenotipos dos filhotes
descendentes dos cruzamentos realizados entre camundongos LDLRO (intercrosses) foram
confirmados através da dosagem de colesterol plasmatico, por ensaio enzimatico-
colorimétrico (colesterol superior a 200 mg/dl). Para controle interno, alguns animais
também foram genotipados por PCR.

Protocolos experimentais

Foram realizados dois estudos, sendo cada um com dois protocolos diferentes de

investigacdo das lesdes ateroscleroticas, induzida por dieta e espontanea:

I- Estudo da reposi¢do de substratos mitocondriais

Aterosclerose induzida por dieta:

4 ,

- Agua
LDLRO & com 4 meses - Citrato (67 mM de acido citrico ¢ 55 mM
< de citrato de sodio, Tanner et al., 2000)
Tratamento por
2 semanas

Alimentados com dieta chow (4 g% de

9 gordura) + 1,5 g% de colesterol
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Aterosclerose espontinea:

LDLRO @ com 1 més

Tratamento por

3 meses

/7~ | -Agua

- Citrato (1,34 mM de acido citrico e 1,1 mM
de citrato de sodio)

- Pravastatina (10 mg/Kg de peso corporal)
(Kwak et al., 2003)

- Citrato + Pravastatina

Alimentados com dieta chow (4 g% de
\_ gordura)

II. Estudo dos antioxidante Vimang®

Aterosclerose induzida por dieta:

LDLRO & 4 meses

Tratados por
2 semanas

-

- Controle (sem antioxidante)

- Vimang® (250 mg/Kg de peso corporeo por dia,
Sanchez et al., 2000)

- Antioxidantes (vitamina E, 8 caroteno e acido
ascorbico (200, 1000 e 100 mg/Kg de peso corpdreo por
dia, respectivamente, Crawford et al., 1998)

Alimentados com dieta AIN-93G (7 g% de gordura) +/-
antioxidantes. 0,21 g% de colesterol adicionado na dieta

na segunda s€mana.
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Aterosclerose espontanea:

4 - Controle (sem antioxidante)

- Vimang® (250 mg/Kg de peso corpoéreo por dia,
Sanchez et al., 2000)

LDLRO £ 1 més - Antioxidantes (vitamina E, B caroteno e acido

< ascorbico (200, 1000 e 100 mg/Kg de peso corpoéreo por

Tratados por dia, respectivamente, Crawford et al., 1998)

3 meses

Alimentados com dieta AIN-93G (7 g% de gordura) +/-
antioxidantes.

Dietas:

As dietas foram preparadas manualmente, sem a presenca de dgua, ¢ acondicionadas em
frascos escuros dentro do freezer a temperatura de -20°C. Os antioxidantes foram
misturados com o0s outros ingredientes. A ragdo em po era adicionada em pequenos frascos
no fundo da gaiola diariamente no periodo da tarde. A dosagem dos antioxidantes e do
Vimang® foi calculada considerando o consumo alimentar de 3 gramas de ra¢do por
animal por dia.

Determinacdes bioquimicas plasmaticas:

Colesterol total e triglicérides plasmaticos foram determinados utilizando-se Kkits
enzimaticos da Roche® (Alemanha), conforme instru¢des do fabricante. Acidos graxos
livres foram determinados usando o kit enzimatico da Wako (Alemanha). A glicemia foi
medida com auxilio de glicosimetro (Roche-Accu-Chek, Suica).

Massa corporal, adiposa e hepatica:
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As massas do corpo, dos depositos visiveis de gordura visceral e do figado foram
determinadas por gravimetria.

Determinacio de lipideos do figado:

Os lipideos totais do figado foram extraidos utilizando o método de Folch (Folch et al.,
1957). Cerca de 50 mg de figado foram extraidos com 4 mL de cloroférmio e 2 mL de
metanol durante 16 horas. O extrato total obtido foi filtrado com papel de filtro Frama e
seco sob fluxo de nitrogénio. O extrato lipidico seco foi ressuspenso em 400 pL de
isopropanol onde se determinou as concentragdes de colesterol e triglicérides através de kits
enzimaticos da Roche (Alemanha), conforme instru¢des do fabricante.

Analise histologica das lesdes ateroscleroticas:

Os camundongos foram anestesiados e tiveram seus coracdes perfundidos in sifu com
tampao fosfato (PBS) e em seguida com PBS-formaldeido 10%. Em seguida, os coragdes
foram removidos e fixados em PBS-formaldeido 10% por dois dias no minimo. O
processamento e coloragdo da raiz da aorta foram realizados de acordo com Paigen et al
(1987). Os lipideos das lesdes ateroscleroticas foram corados com oil red e quantificados
como descrito por Rubin et al (1991), usando Image Pro Plus Software (versdo 3.0) para
analise da imagem (Media Cybernetics Silver Spring, MD). As laminas foram analisadas
sem o conhecimento da sua identificagdo. A area média de lesdo de cada animal refere-se a
soma das areas das lesdes de sete secgdes de 10 um, distantes 80 um umas da outras, em
um total de 560 um de comprimento da aorta, a partir dos folhetos da vavula aortica.
Mensuracio de anticorpos anti-LDLox

Os anticorpos contra LDL oxidada (LDL-0x) foram mensurados através do método de

ELISA (Damasceno et al., 2001; Zaratin et al., 2002). Uma placa de 96 pocos foi
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sensibilizada com 7,5 pg/ml de oxLDL. A LDL humana foi obtida de plasma fresco de
voluntarios normolipidémicos por ultracentrifugacdo (100.000 g a 4°C) (Havel et al., 1955).
Em seguida, a LDL foi dialisada durante 48 h contra PBS. A oxidag¢do foi induzida pela
incubagdo de 1 mL de LDL (7-8 mg/mL de proteina) com CuSO4 (20 mM de CuSO4) por
18 ha 37°C, e a reagéo finalizada com adi¢do de EDTA (1,0 mM). A placa de ELISA foi
mantida com LDL oxidada overnight a 4°C. Apoés este periodo, a placa foi lavada quatro
vezes com 150 uL de PBS, e bloqueada com 150 puL de gelatina 1% diluida em PBS por 48
horas em temperatura ambiente. As amostras de plasma diluidas 1:200 (50 uL) foram
adicionadas aos pogos e a placa mantida por 2 horas em temperatura ambiente, ¢ em
seguida lavada com PBS contendo Tween 20. Um anticorpo de coelho anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase (50 pul; 1:1.500) foi adicionado, e depois de uma
hora em temperatura ambiente, a placa foi lavada. Finalmente, 75 pl da solugdo de
substratos (250 mg de tetrametilbenzeno diluido em 50 mL de DMSO, 10 pl de 30% H,0,,
12 ml tampao citrato, pH 5.5) foi adicionada, e depois de 15 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente a reagao foi parada com a adi¢ao de 25 pl de acido sulfarico 2 M. A
leitura da densidade optica foi realizada a 450 nm.

Teste de fungao hepatica e renal:

Uréia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (ALP) plasmaticos foram determinados em um analisador automomatico
modular PP (Hitachi) usando reagentes de diagnosticos Roche® (Alemanha).
Concentracio de TBARS plasmaticos induzida por CuSQOy:

Para determinar as substincias reativas do dcido tiobarbitirico (TBARS), o plasma foi

oxidado em banho a 37°C por 5 horas com sulfato de cobre 0,5 mM (20 pL de plasma +
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100 pL CuSOy4). Apos a incubagdo, foram transferidos para o tubo de reacdo 100 pL da
solugdo do plasma oxidado + 200 pL acido tiobarbittrico (TBA 0,67% em NaOH 0,05M ).
Ap0s agitagdo, foi adicionado 60 pL de TCA 50%. O tubo foi agitado novamente e deixado
em banho de dgua fervente por 30 minutos. Com a amostra ja resfriada, o tubo foi agitado e
centrifugado por 15 minutos a 2500 rpm. A curva padrao foi feita com diferentes dilui¢cdes
de 1,1,3,3- tetrametoxipropano (TMP) 0,05 mM. E por fim, a curva e as amostras foram
lidas no comprimento de onda A = 532 nm.

Isolamento de linfocitos a partir de baco:

O baco, retirado apds exsanguinacao total, foi lavado e colocado em 16 mL de tampao
PBS 1% e foi homogeneizado. A suspensdo de células foi entdo transferida para 2 tubos de
15 ml contendo 2 ml de Ficoll-Hypaque e centrifugadas a 1350 x g por 25 minutos, a
temperatura ambiente. Os linfocitos foram removidos da interfase, lavados duas vezes com
10 mL de tampao PBS e ressuspensos em 0,5 ml do mesmo tampao. A quantificacdo das
células vidveis foi feita na camara de Newbauer.

Isolamento de mitocondrias hepaticas:

Mitocondrias foram isoladas de figado dos camundongos utilizando-se a técnica de
centrifugacdo diferencial segundo (Schneider et al., 1950). O figado foi lavado em
solucdo de sacarose 250 mM contendo tampao HEPES 5,0 mM, pH 7,2 ¢ EGTA 0,5 mM,
picado com tesoura e homogeneizado em homogeneizador Potter-Elvehjem. O material foi
centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante resultante foi centrifugado
durante 10 minutos a 10000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em sacarose 250 mM, HEPES 5,0 mM, pH 7,2 e EGTA 0,3 mM, e novamente

centrifugado na condi¢do anterior. A fracdo mitocondrial foi ressuspensa na mesma
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solugdo, porém isenta de EGTA, numa concentragdo de aproximadamente 50 mg de
proteina por mL.

Consumo de oxigénio:

O consumo de oxigénio por mitocondria e linfécitos foi medido utilizando-se um eletrodo
do tipo Clark (Hansatech Instruments Ldt conectado ao software OXIGRAPH V1.10,
England) em uma camara de 1 mL equipada com agitador magnético. A concentragdao de
oxigénio inicial no meio de reacao foi de 225 nmol/ml (Robinson e Cooper, 1970) a 28°C.
Cinética da oxidacao dos nucleotideos de piridina:

O estado redox dos nucleotideos de piridina nas suspensdes mitocondriais foi acompanhado
em um espectrofluorimetro Hitachi (Hitachi (F-4010), Ltd., Tokyo, Japao) operando nos
comprimentos de onda de excitagdo e emissao de 366 e 450 nm, respectivamente, com a
largura da fenda de 5 qm.

Producao de espécies reativas de oxigénio (EROS)

A geracdo de EROS foi monitorada espectrofluorimetricamente, usando a sonda que
atravessa membranas H,-DCFDA (diacetato de diclorodihidrofluoresceina, 1uM) (Garcia-
Ruiz et al., 1997; LeBel et al., 1992). A fluorescéncia foi monitorada em 488 mm para
excitagdo e 525 nm para emissdo, com a largura da fenda de 3 nm. Calibragao foi feita pela
adicao de concentragdes conhecidas de diclorofluoresceina (DCF), o produto da oxidagao

do H,-DCF, que apresenta fluorescéncia.

Analises estatisticas:

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (epm). Foi utilizado

o teste Mann-Whitney para comparacao de dois grupos ou Kruskal-Wallis para
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comparagdes multiplas. Para as andlises univariadas foi utilizado o teste de Spearman
(coeficiente de correlacdo de Spearman) e a correlacdo parcial (ajustada). Para as andlises
multivariadas foi utilizada a regressdo linear multipla. O programa SPSS Statistics foi
utilizado para o teste de correlacdo parcial, os outros testes foram analisados no programa
GraphPad InStat. Em todos os experimentos realizados, consideramos diferenca

estatisticamente significante quando p< 0,05.

32



RESULTADOS E DISCUSSAO

I- Estudo da reposiciio de substratos mitocondriais e inibicdo da esteroidogénese

Uma vez que os camundongos LDLRO tratados por uma semana com citrato
concentrado apresentaram diminui¢do da producdo de EROS mitocondrial (Paim et al.,
2008), investigamos se esta dose de citrato seria capaz de prevenir ou reduzir a formacgao de
lesdes aterosclerdticas desses animais alimentados com dieta enriquecida em colesterol. Os
camundongos assim tratados apresentaram uma diminui¢do estatistica de 11% no peso
corporal e de 23 % na massa adiposa visceral, e elevagdo significativa dos lipideos
plasmaticos (P < 0,001) de 49%, 77% e 55%, para colesterol, triglicérides e acidos graxos,
respectivamente (Tab. 1). A area média de lesdo aterosclerdtica nos camundongos tratados
com citrato foi 81% maior que nos animais ndo-tratados (Fig. 1). Esse resultado esta de
acordo com a elevacdo das concentragdes plasmaticas de lipideos e indica que o citrato foi
utilizado para biossintese de lipideos, incluindo colesterol, agravando a doenga.
Verificamos ainda que este tratamento com citrato na vigéncia de dieta com colesterol ndo
causou nenhuma protecdo sobre os parametros mitocondriais de producdo de EROS e
velocidade de oxidacdo de nucleotideos de piridina (resultados ndo mostrados). Assim,
podemos concluir que a presenca do colesterol na dieta, associado com suplementacdo de
citrato, prejudica o perfil lipidico e aumenta a formagdo de lesdes ateroscleroticas dos
camundongos LDLRO.

A partir desses resultados, decidimos diminuir a concentracdo da suplementagdo
oral de citrato em 50 vezes, eliminar o colesterol da dieta, associar um inibidor da
esteroidogénese, a pravastatina, e prolongar o tempo de tratamento para 3 meses para

verificar o aparecimento de lesdes espontaneas. Os camundongos LDLRO foram divididos

33



em 4 grupos: controle, citrato, pravastatina e citrato+pravastatina, tratados durante 3 meses
a partir do desmame, com 30 dias de idade, e alimentados com dieta isenta de colesterol
(chow). Os animais tratados com citrato ou pravastatina apresentaram uma diminui¢do
significativa do peso corporal em relagdo aos animais controle, porém essa diminui¢ao ndo
influenciou a composi¢do corporal relativa, j4 que os quatro grupos apresentaram valores
semelhantes de tecido adiposo visceral e subcutaneo, massa magra, figado e bago (Tab. 2).
Houve uma queda de 19% do peso relativo do tecido adiposo visceral no grupo pravastatina
em relagdo ao grupo controle, porém ndo estatisticamente significante. Esta poderia ser
explicada pelo efeito da pravastatina em diminuir a secre¢do de VLDL, que fornece acidos
graxos aos tecidos periféricos (Stancu e Sima, 2001).

A concentracdo de triglicérides (TG) no figado foi cerca de 20% maior nos dois
grupos tratados com citrato em relagdo aos controles (Tab. 2). Entretanto, esse aumento
ndo foi estatisticamente significativo, mesmo quando analisamos um poo! dos dados dos
animais tratados com citrato (citrato e citrato+pravastatina) e comparamos com 0s grupos
que ndo receberam citrato (controle e pravastatina). A concentragdo de colesterol (COL) no
figado dos animais dos 4 grupos também ndo diferiu estatisticamente (Tab. 2). Somando-se
COL+TG hepatico de cada grupo e comparando-se os grupos que receberam citrato vs. nao
suplementados com citrato obtivemos um valor de 105 + 12 ¢ 78 £ 9 mg de lipideos/g de
tecido, respectivamente, um aumento de 35% que ¢ marginalmente significante (p=0.10).
Um maior conteudo de lipideos no figado poderia ocorrer, uma vez que o citrato ¢
precursor tanto da sintese de esterdides, como de acidos graxos.

Em contraste ao aumento marcante da concentracdo dos lipideos plasmaticos

observado no estudo anterior (citrato concentrado + dieta rica em colesterol, durante duas
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semanas), nestes experimentos ndo houve alteragdo significativa das concentragdes
plasmaticas de colesterol, triglicérides, acidos graxos livres e glicose nos 4 grupos de
camundongos LDLRO: controles, citrato, pravastatina e citrato+pravastatina (Tab. 3). O
tratamento com pravastatina (10 mg/Kg) nao foi efetivo em reduzir a colesterolemia.
Verificamos também se os tratamentos empregados por longo prazo poderiam afetar
a funcdo hepatica e renal, através das provas convencionais das concentragdes plasmaticas
de enzimas amino-transferases hepaticas e uréia e creatinina (Tab. 3). Os camundongos
tratados com pravastatina apresentaram um aumento significativo de 22% na concentracdo
de uréia no plasma em relagdo ao controle (Tab. 3). Agarwal, (2006) publicou uma revisdo,
na qual foram citadas algumas evidéncias de disfungdo renal causada por estatinas. Os
outros marcadores de funcao hepatica e renal apresentaram-se similares nos 4 grupos.
Analisamos dois indicadores de estresse oxidativo sist€émicos: formagdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no plasma induzida por sulfato de
cobre e presenca de anticorpos anti-LDL oxidada (Tab. 3). Todos os grupos apresentaram
valores semelhantes de TBARS. Entretanto, a quantidade de anticorpos anti-LDL oxidada
dos camundongos tratados com citrato e citrato+pravastatina apresentaram valores 60%
maiores que os controles, porém a significancia foi apenas marginal (p= 0,10 e p= 0,08,
respectivamente), o que sugere que a suplementagdo com citrato, isoladamente ou em
conjunto com a pravastatina, aumentou a concentracdo de LDL oxidada, fator fortemente
implicado na génese da aterosclerose (Steinberg et al., 1989; Witztum e Steinberg, 1991).
Quanto aos parametros mitocondriais (experimentos realizados no laboratorio do
Prof Anibal Vercesi), ndo observamos diferengas significativas na velocidade de oxidagao
de nucleotideos e produ¢do de EROS em mitocondrias hepaticas nos quatro grupos de

camundongos LDLRO (Tab. 4). Esses resultados diferem do estudo anterior com citrato
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concentrado (Paim et al., 2008), mostrando que a dilui¢do da concentra¢cdo de citrato no
presente tratamento ndo foi efetiva para reverter o estresse oxidativo mitocondrial destes
animais LDLRO. A producdo de EROS em linfocitos intactos também estava semelhante
nos grupos controle, citrato e citrato+pravastatina. No entanto, a produ¢do de EROS estava
marcadamente aumentada (226%) no grupo pravastatina em relagdo aos controles (Tab. 4).
Takahashi et al., (2005) demonstraram aumento de producdo das citocinas proinflamatorias
IL-18 e TNF-a em mondcitos de humanos tratados com pravastatina e fluvastatina. Como o
TNF-a induz a produgdo de EROS (Goossens et al., 1999), isso provavelmente explicaria o
aumento de EROS nos linfocitos dos camundongos tratados com pravastatina.

Os resultados da analise morfométrica da area de lesdo de aterosclerose na raiz da
aorta dos quatro grupos estdo apresentados na Figura 2 e as imagens representativas sao
mostradas na Figura 3. Os grupos citrato e pravastatina apresentaram areas médias de lesdo
40% e 90%, respectivamente, maiores que o grupo controle, porém estes valores nao
atingiram significancia estatistica. Surpreendentemente, a 4area média de lesdo
aterosclerotica nos camundongos tratados com citrato+pravastatina estava cerca de 4 vezes
aumentada em relagdo aos camundongos controles (p<0.01). Desta forma, os tratamentos
com o substrato do ciclo de Krebs e inibidor da esteroidogénese, além de nao reduzirem o
desenvolvimento da aterosclerose em nenhum grupo, quando combinados, aumentam
marcadamente a area de lesdo aterosclerdtica. Estes resultados podem estar relacionados a
elevacdo de anticorpos anti-LDL oxidada nos grupos tratados com citrato associado a

algum efeito deletério da estatina.

I1. Estudo dos efeitos do antioxidantes Vimang®

Aterosclerose induzida por dieta:
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Trabalhos prévios demonstraram que o Vimang® possui propriedades antioxidantes
(Martinez et al., 2000; Sanchez et al., 2000). A mangiferina, componente majoritario do
Vimang®, ¢ capaz de se complexar com o ferro e inibir a forma¢do de oxiradicais em
mitocondrias isoladas de figado de rato (Pardo-Andreu et al., 2006a). Mitocondrias isoladas
de figado de camundongos LDLRO tratados com Vimang® apresentaram melhora na sua
capacidade antioxidante, evidenciada pela diminuicdo da velocidade de oxidacdo de
nucleotideos de piridina (NADPH) e da producdo de EROS (Pardo-Andreu et al., 2008b). A
partir disso, investigamos um possivel beneficio sobre o desenvolvimento da aterosclerose
em camundongos LDLRO tratados com Vimang®.

Os camundongos LDLRO foram divididos em 3 grupos: controle, tratados com
Vimang® e com uma combinagdo de antioxidantes vitaminicos conhecidos, durante 2
semanas e alimentados com dieta enriquecida com colesterol na segunda semana para
induzir lesdes de aterosclerose. Os 3 grupos apresentaram valores semelhantes no peso
corporal, tecido adiposo visceral, figado e bago (Tab. 5). Os animais tratados com
Vimang® e antioxidantes apresentaram uma diminuicdo de 20% na concentragdo de
colesterol hepatico em relagdo aos animais controles. As concentracdes de triglicérides
hepéticos estavam semelhantes entre os 3 grupos (Tab. 5).

Os camundongos tratados com Vimang® tiveram uma redugao significativa de 15%
do colesterol plasmatico em relagdo aos controles. O tratamento com os antioxidantes
também promoveu uma reducgdo de 13% no colesterol plasmatico em relagdao aos controles,
no entanto, essa reducdo nao foi estatisticamente significante. As concentragdes plasmaticas
de glicose e de triglicérides estavam similares entre os 3 grupos (Tab. 6). A reducdo da
colesterolemia por tratamento com antioxidantes ndo ¢ incomum na literatura. Efeito

hipocolesterolémico do Vimang® também foi encontrado por Muruganandan et al (2005)
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em um estudo com ratos diabéticos tratados com mangiferina, que é o principal
componente do extrato Vimang®. Camundongos deficientes de apolipoproteina E tratados
com vitamina C e E apresentaram diminui¢ao nas concentragdes plasmaticas de colesterol
(Nespereira et al., 2003) e ratos hipertensos suplementados com [-caroteno, também
tiveram redugdo de colesterol plasmatico (Tsai et al., 1992). Com isso, a diminui¢do na
concentragdo de colesterol hepatico pode ser facilmente compreendida, ja que o figado € o
principal 6rgdo modulador das concentra¢des de colesterol plasmatico.

Averiguamos também se os tratamentos empregados poderiam afetar a funcdo
hepatica e renal (Tab. 6). Os marcadores sistémicos de fung¢do hepatica e renal
apresentaram-se similares entre os grupos, mostrando que a suplementa¢do com Vimang®
e antioxidantes nao foi toxica para o figado e os rins dos camundongos.

Analisamos dois indicadores de estresse oxidativo sistémicos nos animais LDLRO
tratados com Vimang® e antioxidantes, a formagdo de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) no plasma induzida por sulfato de cobre, e a presenca de anticorpos
anti-LDL oxidada (Tab. 6). O tratamento com Vimang® nao modificou a concentragao de
TBARS em relacdo aos ndo-tratados (controles), porém, como esperado, o tratamento com
antioxidantes diminuiu em 23% a concentracdo de TBARS em relacdo aos tratados com
Vimang® e ndo-tratados. A diminuicdo de TBARS plasmaticos também foi observada em
camundongos deficientes da apoE tratados com vitamina C e E (Nespereira et al., 2003) e
em humanos suplementados com vitamina E (Motoyama et al., 1998). Com isso, conclui-
se que os camundongos tratados com Vimang® ndo tiveram modificagdes na capacidade
antioxidante plasmatica, diferentemente dos animais tratados com antioxidantes.
Surpreendentemente, a quantidade de anticorpos anti-LDL oxidada estava aumentada nos

camundongos tratados com Vimang® (Tab. 6), indicando eleva¢do da concentragdo de
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LDL oxidada, pardmetro fortemente implicado na génese da aterosclerose (Steinberg et al.,
1989; Witztum e Steinberg, 1991).

Os efeitos da suplementagdo in vivo de Vimang® sobre a producdo de EROS e
oxidacdo de nucleotideos de piridina em figado e linfocitos do bago sdo mostrados na
Figura 8 e 9. Nao houve diferencas significativas entre os 3 grupos de camundongos
LDLRO quanto a velocidade de oxidacdo de nucleotideos de piridina e produgdo de EROS
por mitocOndrias hepaticas (Tab. 7). Esses resultados diferem do estudo anterior (Pardo-
Andreu et al., 2008b) que mostrou que o tratamento com Vimang® por 7 dias, na auséncia
de colesterol na dieta, normalizou completamente a velocidade de oxidagdo dos
nucleotideos de piridina e de producdo de EROS nas mitocondrias dos animais LDLRO,
tornando-as semelhantes aos valores das mitocondrias de camundongos wild type. Portanto,
em nosso estudo, a presenca de colesterol na dieta prejudicou o efeito benéfico do
Vimang® de reduzir a velocidade de oxidagdo de NAPDH e de producao de EROS
mitocondria (Pardo-Andreu et al., 2008b). A produgdo de EROS em linfocitos intactos
estava 40% e 30% menor nos camundongos tratados com Vimang® e antioxidantes,
respectivamente, em relacdo aos camundongos ndo-tratados. No entanto, a reducdo
encontrada no atual trabalho, ndo foi estatisticamente significante (Tab. 7).

Os resultados da andlise da area de lesdo de aterosclerose na raiz da aorta estdo
apresentados na Figura 4 e imagens representativas de cada grupo sdo mostradas na
Figura 5. A area média de lesdo aterosclerdtica dos 3 grupos de camundongos foram
estatisticamente semelhantes. Apesar da diminui¢do do colesterol plasmatico e hepatico e
redu¢do de TBARS plasmatico no grupo tratado com os antioxidantes, ndo houve redugdo

da area média de lesdo aterosclerdtica. No grupo Vimang®, os efeitos de reducdo de
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colesterol no plasma e figado devem ter sido neutralizados pelo aumento de LDL oxidadas,
também resultando em nenhum beneficio para a manifestacio das lesdes aorticas.

Aterosclerose espontinea:

Os camundongos LDLRO foram tratados durante 3 meses, a partir do desmame,
com dieta livre de colesterol contendo Vimang® ou antioxidantes e comparados aos
controles (s6 dieta livre de colesterol). Os 3 grupos apresentaram valores semelhantes no
peso corporal, tecido adiposo visceral, figado e bago (Tab. 8). As concentracdes hepaticas
de triglicérides e colesterol também foram semelhantes nos 3 grupos. (Tab. 8).

As concentragdes plasmaticas de triglicérides e de glicose estavam similares entre
os 3 grupos. A concentracdo de colesterol plasmatico dos camundongos tratados com
Vimang® foi similar aos controles e 17% maior que os camundongos tratados com
antioxidantes (Tab. 9). Todos os grupos também apresentaram valores semelhantes para os
marcadores de fun¢do hepatica e renal (Tab. 9).

Analisamos também dois indicadores de estresse oxidativo sistémicos, como a
formacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) no plasma induzida por
sulfato de cobre, e a presenca de anticorpos anti-LDL oxidada, foram analisados (Tab. 9).
O tratamento com Vimang® n3o modificou a concentragdo de TBARS em relagdo ao
controle, no entanto, estava 12% aumentada estatisticamente em relagdo ao grupo que
recebeu antioxidantes. A quantidade de anticorpos anti-LDL oxidada estava similar nos trés
grupos (Tab. 9).

Quanto aos parametros mitocondriais, também ndo foram observadas diferengas
significativas entre os 3 grupos de camundongos LDLRO na velocidade de oxidagdo de
nucleotideos e de produgcdo de EROS por mitocondrias hepaticas (Tab. 10). Esses

resultados diferem do estudo de Pardo-Andreu et al., (2008b), que tratou os camundongos
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LDLRO oralmente durante 7 dias, por gavagem. Por outro lado, a producdo de EROS em
linfocitos intactos foi 20% e 40% menor nos camundongos tratados com Vimang® e
antioxidantes, respectivamente, em relagdo aos camundongos controles. Porém, essa
reducdo ndo foi estatisticamente significante (Tab. 10).

Os resultados da andlise da area de lesdo de aterosclerose na raiz da aorta estdo
apresentados na Figura 6 e imagens representativas de cada grupo sdo mostradas na
Figura 7. A area média de lesdo aterosclerdtica dos camundongos tratados com Vimang®
estava 35% aumentada em relagdo aos camundongos controles e tratados com antioxidantes
(P = 0,01). Esse aumento ndo era esperado, uma vez que, o Vimang® na literatura ¢
descrito por possuir agdes antioxidantes (Martinez et al., 2000; Sanchez et al., 2000).

A falta de efeito sobre os parametros redox mitocondriais, elevagdo de TBARS no
plasma e da area de lesdo aterosclerdtica nos animais tratados com Vimang® por longo
prazo nos leva a pensar que este extrato pode ter tido uma agdo pro-oxidante. Os
antioxidantes presentes na racdo poderiam ter sofrido modificagdes quimicas durante seu
armazenamento ou exposi¢ao ao ar quando ofertados na gaiola dos animais, ou ainda, ter se
tornado endogenamente um pré-oxidante. Rietjens et al (2002) apresentam uma excelente
revisdo sobre a quimica pro-oxidante e toxicidade de antioxidantes naturais como as

vitaminas C, E, carotenoides e os flavonoides.

ITI. Analises de correlacoes com a area de lesao aterosclerotica
Realizamos analises de correlagdo para identificar possiveis varidveis implicadas na
formagao das lesdes aterosclerdticas. Utilizamos os dados dos dois estudos de lesdao

espontanea (dieta livre de colesterol) que incluem os tratamentos com citrato e/ou
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pravastatina e tratamentos com Vimang® ou antioxidantes, e respectivos controles,
analisados separadamente e em conjunto.

Nas correlagdes univariadas, observamos que o aumento da area de lesdo de
aterosclerose foi diretamente relacionado com as concentragdes plasmaticas de colesterol,
triglicérides, ALP e producdo de EROS mitocondrial no figado no estudo com citrato e/ou
pravastatina (Tab 11). No estudo com Vimang® ou antioxidantes apenas o colesterol e o
triglicérides plasmatico se correlacionaram com a aterosclerose (Tab. 11). Ao analisar os
dados dos estudos em conjunto verificamos que a lesdo de aterosclerose estava
correlacionada positivamente com as concentragdes plasmaticas de colesterol e triglicérides
(Fig. 8), de TBARS (Fig. 9), de ALP (Fig. 10) e com a producdo de EROS e oxidacao de
nucleotideos de piridina em mitocondrias hepaticas (Fig. 11), mas ndo se correlacionou
com a produ¢do de EROS pelos linfocitos do bago (Tab. 11).

Como os lipideos plasmaticos sdo pardametros comprovadamente ligados a génese
da aterosclerose, realizamos analise de correlagdo parcial ajustada pelas concentragdes de
colesterol e triglicérides plasmaticos (Tab. 12). Nesta andlise ajustada, verificamos no
estudo com citrato que apenas a producao de EROS mitocondrial no figado correlaciona-se
significativamente com a area de lesdo de aterosclerose. No estudo com Vimang®, apenas
a velocidade de oxidagdo de NADPH estava positivamente correlacionada com a
aterosclerose. Quando os dois estudos foram analisados em conjunto, a concentragdo
plasmatica de ALT e a oxidagdo mitocondrial de NADPH estavam correlacionadas
positivamente com a area de lesdo (Tab. 12).

Para confirmar os resultados das andlises univariadas fizemos uma analise de
regressao linear multivariada. Os coeficientes de determinacao das varidveis independentes

(colesterol, triglicérides, TBARS, ALT e ALP plasmatico, produ¢do de EROS a oxidagao
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de NADPH mitocondrial no figado) sobre a varidvel dependente (drea de lesdo
aterosclerotica) estdo mostrados na Tabela. 13. Para o estudo com citrato e/ou pravastatina,
somente o colesterol e triglicérides plasmatico, e a produ¢do de EROS mitocondrial
apresentaram contribui¢@o significativa para a 4rea de lesdo aterosclerdtica. No estudo com
Vimang® a regressdo multivariada ndo revelou contribuicdo significativa de nenhuma das
variaveis analisadas. Quando os dois estudos foram analisados em conjunto, a regressao
multivariada indicou contribui¢do significante somente do colesterol plasméatico (Tab. 13).
Em conjunto, estes resultados sugerem que existe uma dependéncia entre a funcao
hepatica e a severidade das lesdes aterosclerdticas na aorta. Isso foi evidenciado pelas
correlagdes com estado redox mitocondrial, fosfatase alcalina ¢ alanina aminotransferase
plasmatica, seja nas analises univariadas ou multivariadas. A correlagdo ajustada pelos
lipideos demonstrou que o estresse oxidativo hepatico ¢ um fator independente para o
desenvolvimento da aterosclerose nestes animais. Com isso, mecanismos metabolicos que
ocorrem precocemente no figado dos animais LDLRO poderiam repercutir no
desenvolvimento da lesdo vascular aortica. Assim, propomos como hipotese que esta
conexao com a severidade da aterosclerose deve ser mediada por fatores pro-aterogénicos de
origem hepatica. Estes poderiam ser de natureza inflamatoria, por exemplo, proteina C
reativa ou PAI-1, e/ou de natureza metabdlica como secre¢do de VLDL ja oxidadas, os quais
cronicamente resultam em disfun¢do endotelial e formagdo de células espumosas.
Futuramente, essa hipdtese devera ser confirmada comparando-se o perfil de componentes
oxidados da VLDL, a sua suscetibilidade a oxidacdo e o teor de marcadores inflamatorios

hepaticos dos camundongos LDLRO em relagdo aos camundongos selvagens.
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CONCLUSOES:

1- Os tratamentos para suplementar a dieta com substrato mitocondrial, inibidor de
esteroidogénese ou antioxidantes ndo foram eficazes contra o desenvolvimento da
aterosclerose, seja induzida pela dieta ou espontanea.

2- A suplementag@o com citrato e/ou pravastatina ndo causou beneficio sistémico,
hepatico ou vascular. Ao contrério, verificou-se aumento de TG hepético e de LDL oxidada
no plasma dos animais tratados com citrato, aumento da concentracdo de uréia plasmatica e
de EROS nos linfocitos dos animais tratados com pravastatina e aumento de lesdo adrtica
nos animais tratados com citrato + pravastatina.

3- O tratamento com Vimang® e antioxidantes vitaminicos produziu efeitos
benéficos de redugdo de colesterolemia e da producdo de EROS pelos linfocitos. Nos
grupos tratados com os antioxidantes vitaminicos houve também redugdo de suscetibilidade
a lipoperoxidagdo. No entanto, ndo houve nenhuma reducao na area de lesdo aterosclerotica
destes animais, ao contrario, houve aumento do tamanho das lesdes espontaneas no grupo
Vimang®.

4- Andlises de correlacdes com o conjunto de dados dos diversos parametros
sistémicos e mitocondriais apontaram possiveis fatores determinantes da extensdo da area
de lesdo aterosclerdtica. A severidade da aterosclerose foi correlacionada positivamente
com as concentracdes de colesterol e triglicérides plasmaticos, como esperado. Além disso,
encontramos correlagdes positivas significantes com pardmetros mitocondriais hepaticos,
como a velocidade de oxidacdo de NADPH e de produgdo mitocondrial de EROS. Pela
regressao linear multivariada ficou confirmada a importancia dos lipideos plasmaticos e da

producdo de EROS mitocondrial hepéatico na aterosclerose.
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Tab. 1: Caracteristicas fisicas e lipemia de camundongos LDLRO controles e

tratados por 2 semanas com citrato e alimentados com dieta rica em colesterol .

Parametros Controle Citrato

Corpo (g) 21,1 +£0,42 19,0 £0,41%*
T. Adiposo Visceral (%) 1,31 £0,05 1,01 £ 0,06*
Figado (%) 4,41 +0,28 4,52 +0,07
Colesterol (mg/dL) 584 £38,4 870 + 45,2%*
Triglicérides (mg/dL) 158+ 19,8 279 +16,5*
Acidos Graxos (mmol/L) 0,87 +£ 0,05 1,35+ 0,09*

Média + epm (n = 14-16). Dieta contém 1.5 g% de colesterol adicionado a dieta chow (4 g% de
gordura). Citrato foi adicionado a dgua de beber (67 mM de acido citrico + 55 mM citrato de sdédio).
* P< 0,05 em relagdo ao controle.
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Tab. 2: Parametros corporais dos camundongos LDLRO controles, tratados com

citrato, pravastatina e citrato+pravastatina durante 3 meses.

Parametros Controle Citrato Pravastatina Citrato+Prava.
Corpo (g) 19,7+0,25 17, 7+£027* 173+041* 18,2 +0,24
T. Adiposo Subcutianeo

% 3,0£0,2 3,8+0,5 3,3+0,2 3,1+0,5
mg 627 +32,8 675 +87,1 568 £43,4 567 +108,2
T. Adiposo Visceral

% 0,91 +£0,08 0,93+0,11 0,74 £ 0,07 0,84 £ 0,12
mg 169,8 + 15,0 167,0+19,9 130,3+15,5 154,7 + 24,9
Massa magra (%) 65,4+0,9 64,5+0,5 63,8 +0,6 64,9+ 0,7
Figado (%) 4,68+0,09 4,72+0,08 4,63+0,11 4,78 + 0,04
Baco (%) 0,27+0,01 0,27+0,01 0,25+0,02 0,25+ 0,00
COL hepatico (mg/g) 45+0,6 5,1+£0,6 44 +0,6 5,9+0,8
TG hepatico (mg/g) 79 £ 13,7 97 £17,8 69,3 +£10,8 102,3 + 15,6

Meédia £ epm (n = 8-9). Citrato foi adicionado a agua de beber (1.34 mM de acido citrico + 1.1 mM citrato
de sodio). Pravastatina foi diluida na agua de beber equivalente a 10 mg/Kg peso corpdreo (consumo
diario de dgua de 3 ml/dia). * P< 0,05 em relagdo ao controle.
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Tab. 3: Concentracoes plasmaticas de glicose, lipideos, TBARS, anticorpos anti-

LDL oxidada e marcadores de funcido renal e hepatica de camundongos LDLR0

controles, tratados com citrato, pravastatina e citrato+pravastatina durante 3

meses.
Parametros Controle Citrato Pravastatina Citrato+Prava.
Glicose (mg/dL) 85+4,1 77 +4,1 85+3,3 79 +4,2
Triglicérides (mg/dL) 103 £6,7 104 £ 6,6 110+ 38,3 115+8,8
Colesterol (mg/dL) 234 £13,3 238+ 8,4 238+ 12,1 252+9,1
AGL (mmol/L) 0,80 +£0,09 0,83 +0,06 0,75+ 0,06 0,76 £0,03
Anti-LDLox (ABS) 0,34+0,07 0,54+0,08% 042+0,09 0,54 +0,07"
TBARS (umol/L) 258,5+ 10,3 248,6+ 7,8 234,5+ 6,6 2455+ 15,2
ALT (U/L) 36,0+£2,1  48,7+42 44,8+ 4.5 38,7+3.1
AST (U/L) 117,7+11,4 138,1+124 155,0+27,9 130,0 + 14,7
ALP (U/L) 158,1+8 145,6+15,7 173,1+11,2 172,4+7,7
Uréia (mg/dL) 77,0 £ 2,4 84,7+ 1,5 94,3 +£54* 81,8 +4,3
Creatinina (mg/dL) 0,12+0,01 0,12+0,01 0,12 +£0,01 0,12+ 0,01

Média £ epm (n = 7-9). ALT: alanina aminotransferase, ALP- fosfatase alcalina, AST, aspartato

aminotransferase. Citrato foi adicionado a agua de beber (1.34 mM de &cido citrico + 1.1 mM citrato de
sodio). Pravastatina foi diluida na 4gua de beber equivalente a 10 mg/Kg peso corpéreo (consumo diario
de agua de 3 ml/dia). * P<0,05; &p =0,10 ¢ P = 0,08 em relacdo ao controle
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Tab. 4: Velocidade de geracido de espécies reativas de oxigénio (EROS) e de
oxidacao de nucleotideos de piridina em mitocondrias isoladas de figado e producao
de EROS em células linfomonocitarias de baco dos camundongos LDLRO controles,

tratados com citrato, pravastatina e citrato+pravastatina durante 3 meses.

Parametros Controle Citrato Pravastatina Citrato+Prava.

EROS-mitocondrial hepatico
(nmol DCF/mg/min)
Oxida¢ao de NADPH

1,71+£0,19 2,02+0,32 1,66 + 0,08 1,83 £0,18

mitochondrial hepatico
(nmol NADPH/mg/min)
EROS- células

0,95+0,13 0,80+0,2 0,92 +£0,21 0,73 £0,22

linfomonocitarias

(nmol DCF/10°células/min)

113,6 £15 101,4+20 309,7 £ 19* 146 + 18

Média = epm (n = 5-6). Citrato foi adicionado a adgua de beber (1.34 mM de acido citrico + 1.1 mM
citrato de sodio). Pravastatina foi diluida na agua de beber equivalente a 10 mg/Kg peso corporeo
(consumo diario de agua de 3 ml/dia). * P< 0,05 em relagdo ao controle.
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Tab. 5: Parametros corporais dos camundongos LDLRO controles, tratados

durante 2 semanas com Vimang® ou antioxidantes (vitamina E, B-caroteno e

vitamina C) e alimentados com dieta rica em colesterol na segunda semana.

Parametros Controle Vimang® Antioxidantes
Corpo (g) 232 +0,7 244+ 0,6 23,3+0,6
Tecido Adiposo Visceral

% 2,36 + 0,30 2,58 +0,19 2,33+0,20
mg 566 + 82 638 +59 544 + 51
Figado (%) 4,39+ 0,13 4,48 +0,11 4,54 + 0,12
Bago (%) 0,21 £0,01 0,22 +£0,01 0,21 +£0,01
COL hepatico (mg/g) 53+0,3 4,26 +0,14* 4,32+ 0,19*
TG hepatico (mg/g) 47,6 £ 3,8 422 +3.5 43,7+43

Meédia £ epm (n = 9-10). Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a racdo (Vimang® 250 mg/Kg
de peso corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, B caroteno 1000 mg/Kg e acido
ascorbico 100 mg/Kg de peso corporeo por dia). *p<0,05 versus controle.
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Tab. 6: Concentracées plasmaticas de glicose, lipideos, TBARS, anticorpos anti-
LDL oxidada e marcadores de funcio renal e hepatica dos camundongos LDLRO0
controles, tratados durante 2 semanas com Vimang® ou antioxidantes (vitamina E,

p-caroteno e vitamina C) e alimentados com dieta rica em colesterol na segunda

semana.
Parametros Controle Vimang® Antioxidantes
Glicose (mg/dL) 76,5 £4,1 80,7 2,7 81,8+34
Triglicérides (mg/dL) 181,6 £21 175,5+ 13,1 166,8 + 21,1
Colesterol (mg/dL) 738,7 + 34,6 628,8 £25,3* 642,1 +£49,2
Anti-LDLox (Abs a 450 nm) 0,25+ 0,04 0,44 + 0,04" 0,28 + 0,04
TBARS (umol/L) 491,8 £27,5 4914+ 16 377,5 +26,2%
ALT (U/L) 48,8 +5,3 54,4+94 459+ 6,6
ALP (U/L) 88,2+ 6,5 81,6 £2,6 85,4+3,6
AST (U/L) 127,5+ 11,2 129 + 10,7 1254 £ 14,4
Uréia (mg/dL) 71,4+1,9 72,2+29 73,1£29
Creatinina (mg/dL) 0,09 = 0,01 0,10+ 0,01 0,10+ 0,01

Média £ epm (n = 9-10). ALT: alanina aminotransferase, ALP- fosfatase alcalina, AST, aspartato
aminotransferase. Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a ragdo (Vimang® 250 mg/Kg de peso
corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, B caroteno 1000 mg/Kg e acido ascorbico 100
mg/Kg de peso corporeo por dia). * P< 0,05 em relagdo ao controle, # P< 0,05 em relagdo ao controle e
antioxidantes ¢ & P< 0,05 em relagdo ao controle e Vimang®.
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Tab. 7: Velocidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e de
oxidacio de nucleotideos de piridina em mitocondrias isoladas de figado e producao
de EROS em células linfomonocitarias de baco dos camundongos LDLRO controles,
tratados durante 2 semanas com Vimang® ou antioxidantes (vitamina E, f-
caroteno e vitamina C), e alimentados com dieta rica em colesterol na segunda

semana.

Parametros/Tratamento Controle Vimang Antioxidantes

EROS-mitocondrial hepatico

(nmol DCF/mg/min) 2,65£0,35 2,7+0,42 25+0,7
Oxida¢ao de NADPH
mitochondrial hepatico 166+ 0.1 175 20,11 L6740.16
(nmol NADPH/mg/min)
EROS- células

111,8+25 68,5+3,7 80 + 13,3

linfomonocitarias

(nmol DCF/10°células/min)

Meédia £ epm (n = 4-7). Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a ragdo (Vimang® 250 mg/Kg de
peso corpodreo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg,  caroteno 1000 mg/Kg e acido ascorbico
100 mg/Kg de peso corpéreo por dia).
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Tab. 8: Parametros corporais dos camundongos LDLRO0 controles, tratados

durante 3 meses com Vimang®

vitamina C).

ou antioxidantes (vitamina E, p-caroteno e

Parametros Controle Vimang® Antioxidantes
Corpo (g) 21,6 £ 0,6 21,1+0,5 20,9 £0,7
Tec. Adiposo Visceral

% 1,94 + 0,30 2,06 + 0,20 1,85+0,20
mg 434+ 71 446 + 60 400 + 66
Figado (%) 4,88 + 0,20 5,20 £ 0,20 4,99 + 0,17
Bago (%) 0,34 + 0,01 0,34 + 0,02 0,37 + 0,03
COL hepatico (mg/g) 4,0+0,32 4,1 +£0,30 4,2 +0,30
TG hepatico (mg/g) 28,7+ 1,60 26,7+ 1,8 30,8 £2,50

Meédia £ epm (n = 9-11). Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a ragdo (Vimang® 250 mg/Kg
de peso corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, B caroteno 1000 mg/Kg e acido
ascorbico 100 mg/Kg de peso corporeo por dia).
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Tab. 9: Concentracées plasmaticas de glicose, lipideos, TBARS, anticorpos anti-

LDL oxidada e marcadores de funcio renal e hepatica dos camundongos LDLRO0

controles, tratados durante 3 meses com Vimang® ou antioxidantes (vitamina E,

B-caroteno e vitamina C).

Parametros Controle Vimang® Antioxidantes
Glicose (mg/dL) 77+4,8 67,7+5,0 76,9 +2.8
Triglicérides (mg/dL) 107,8 £ 14,2 142,5+17,1 102,6 £ 14,4
Colesterol (mg/dL) 377,7+23,9 412,8 + 14,3* 352,7+£22,5
Anti-LDLox (ABS) 0,61 +0,07 0,55+ 0,09 0,58 0,07
TBARS (umol/L) 293, 7+ 11,5 313,1 +£11,3* 275,5+9,7
ALT (U/L) 52,6 +79 40,6 + 3,8 53,5+8,7
ALP (U/L) 96,2+ 7 94,6 +4,4 106 + 3,6
AST (U/L) 143 + 11,1 119,5 £ 8,4 128 £19,5
Uréia (mg/dL) 62,2+33 60,4 +2,8 60,5+42
Creatinina (mg/dL) 0,09 + 0,01 0,11 +0,01 0,10+ 0,01

Média £ epm (n = 9-11). ALT: alanina aminotransferase, ALP- fosfatase alcalina, AST, aspartato
aminotransferase. Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a racao (Vimang® 250 mg/Kg de peso
corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, B caroteno 1000 mg/Kg e acido ascorbico 100
mg/Kg de peso corporeo por dia). ¥P< 0,05 em relagdo aos antioxidantes
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Tab. 10: Velocidade de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e de
oxidacado de nucleotideos de piridina em mitocondrias isoladas de figado e
producio de EROS em células linfomonocitarias de baco dos camundongos
LDLRO controles, tratados durante 3 meses com Vimang® ou antioxidantes

(vitamina E, B-caroteno e vitamina C).

Parametros Controle Vimang Antioxidantes

EROS-mitocondrial hepatico

(nmol DCF/mg/min) 2,59 0,50 2,57+0,46 2,47+0,17
Oxidacao de NADPH

mitochondrial hepatico 129+ 0,08 129.£0,10 08 £ 024
(nmol NADPH/mg/min)

EROS- células

linfomonocitarias 207 4 70 19947 123 426

(mmol DCF/1 0°células/min)

Meédia £ epm (n = 6). Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a ra¢do (Vimang® 250 mg/Kg de
peso corpodreo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, § caroteno 1000 mg/Kg e acido ascorbico
100 mg/Kg de peso corporeo por dia).
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Tab. 11: Correlacées univariadas (Spearman, r) entre area de lesao aterosclerotica
da raiz da aorta e parametros plasmaticos e mitocondriais dos camundongos

LDLRO tratados com citrato e/ou pravastatina e com Vimang® ou antioxidantes.

Estudo Variaveis significantes n r p
Citrato Colesterol 28 0,36 0,06
Triglicérides 28 0,41 0,03
EROS mitocondrial 16 0,57 0,02
ALP 26 0,45 0,02
Vimang® Colesterol 25 0,57 0,003
Triglicérides 26 0,53 0,006
Citrato + Colesterol 53 0,80 <0,0001
Vimane® Triglicérides 54 0,29 0,03
& TBARS 50 0,58  <0,0001
EROS mitocondrial 32 0,57 0,02
Oxidag¢ao de NADPH mitocondrial 32 0,53 0,002

EstudoCitrato: Camundongos LDLRO fémeas controles (dgua), tratados com citrato, pravastatina e
citrato+pravastatina durante 3 meses a partir do desmame. O Citrato foi adicionado a 4gua de beber (1.34
mM de acido citrico + 1.1 mM citrato de sddio). Pravastatina foi diluida na dgua de beber equivalente a
10 mg/Kg peso corpdreo (consumo didrio de agua de 3 ml/dia). Estudo Vimang: Camundongos LDLRO
fémeas controles (AIN-93G), tratados com Vimang® ou antioxidantes (vitamina E, B-caroteno e vitamina
C) durante 3 meses a partir do desmame. Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a ragéo
(Vimang® 250 mg/Kg de peso corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, B caroteno
1000 mg/Kg e acido ascorbico 100 mg/Kg de peso corporeo por dia). ALP: Fosfatase alcalina
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Tab. 12: Correlagdo parcial (ajustada por colesterol e triglicérides plasmaticos)
entre area de lesdo aterosclerdtica da raiz da aorta e a concentraciio plasmatica de

TBARS, ALT, ALP, a producido de EROS e oxidacio de NADPH mitocondrial no

figado dos camundongos LDLRO tratados com citrato, pravastatina, Vimang® ou

antioxidantes.

Estudos Variaveis significantes r P
Citrato EROS mitocondrial 0,84 0,009
Vimang® Oxida¢ao de NADPH mitocondrial 0,63 0,03
Citrato + Vimang® ALT 0,40 0,05

Oxidag¢ao de NADPH mitocondrial 0,46 0,03

EstudoCitrato: Camundongos LDLRO fémeas controles (4gua), tratados com citrato, pravastatina e
citrato+pravastatina durante 3 meses a partir do desmame. O Citrato foi adicionado a agua de beber (1.34
mM de acido citrico + 1.1 mM citrato de sédio). Pravastatina foi diluida na 4gua de beber equivalente a
10 mg/Kg peso corpoéreo (consumo didrio de dgua de 3 ml/dia). Estudo Vimang®: Camundongos
LDLRO fémeas controles (AIN-93G), tratados com Vimang® ou antioxidantes (vitamina E, B-caroteno e
vitamina C) durante 3 meses a partir do desmame. Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a
racdo (Vimang® 250 mg/Kg de peso corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, B
caroteno 1000 mg/Kg e acido ascorbico 100 mg/Kg de peso corporeo por dia). ALT: Alanina
aminotransferase.
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Tab. 13: Coeficiente de determinacio (17, regressao linear multivariada) das
variaveis independentes (concentracio plasmatica de colesterol, triglicérides,
TBARS, ALT, ALP, a produciao de EROS e oxidacido de NADPH mitocondrial no
figado) sobre a area de lesdo aterosclerotica da raiz da aorta (variavel dependente)

em camundongos LDLRO tratados com citrato, pravastatina, Vimang® ou

antioxidantes.
Estudo Variaveis significantes (P) P r
cumulativo
Citrato COL (0,03) 0,01 0,99
TG (0,02)
EROS mitocondrial (0,02)
Vimang® N.S. 0,21 0,87
Citrato + Vimang® COL (0,02) 0,002 0,80

EstudoCitrato: Camundongos LDLRO fémeas controles (dgua), tratados com citrato, pravastatina e
citrato+pravastatina durante 3 meses a partir do desmame. O Citrato foi adicionado a dgua de beber (1.34
mM de acido citrico + 1.1 mM citrato de s6dio). Pravastatina foi diluida na agua de beber equivalente a 10
mg/Kg peso corporeo (consumo diario de dgua de 3 ml/dia). Estudo Vimang®: Camundongos LDLRO
fémeas controles (AIN-93G), tratados com Vimang® ou antioxidantes (vitamina E, f-caroteno e vitamina
C) durante 3 meses a partir do desmame. Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a racdo
(Vimang® 250 mg/Kg de peso corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, B caroteno 1000
mg/Kg e &cido ascorbico 100 mg/Kg de peso corporeo por dia). COL: Colesterol, TG: Triglicérides, ALT:
Alanina aminotransferase, ALP: Fosfatase alcalina.
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Figura 1: Area de lesdo aterosclerética na raiz da aorta de camundongos LDLRO controles

e tratados por 2 semanas com citrato. Média £ epm (n = 14-15). Dieta contém 1.5 g% de
colesterol adicionado & dieta chow (4 g% de gordura). Citrato foi adicionado & agua de
beber (67 mM de acido citrico + 55 mM citrato de sddio). * P < 0,05 em relagdo aos

controles.
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Figura 2: Area de lesio ateroslclerética na raiz da aorta de
camundongos LDLRO controles e tratados com citrato, pravastatina
(prava) citrato+pravastatina (citr+prava) durante 3 meses. Citrato foi
adicionado a agua de beber (1.34 mM de 4cido citrico + 1.1 mM citrato
de sodio). Pravastatina foi diluida na 4gua de beber equivalente a
10mg/K g peso corporeo (consumo didrio de agua de 3 ml/dia). * P <
0,05 em relagdo aos controles e tratados com citrato. Média + epm (n =
6-7)
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Figura 3: Fotografia com aumento de 5 vezes e 10 vezes daraiz da aorta de camundongos LDLRO controle, tratado com citrato, tratado com pravastatina e tratato
com citrato/pravastatina durante 3 meses. As lesdes de aterosclerose foram coradas com oil red e estio representadas na parede interna da aorta. Citrato foi
adicionado a agua de beber (1.34 mM de acido citrico + 1.1 mM citrato de sddio). Pravastatina foi diluida na agua de beber equivalente a 10mg/Kg peso corporeo
(consumo diario de dgua de 3 ml/dia).
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Figura 4: Area de lesdo aterosclerdtica na raiz da aorta de camundongos
LDLRO controles, tratados durante 2 semanas com Vimang® e
antioxidantes (vitamina E, -caroteno e vitamina C), e alimentados com
dieta rica em colesterol na segunda semana. Vimang® e os antioxidantes
foram adicionados a ra¢do (Vimang® 250 mg/Kg de peso corpéreo por
dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, p caroteno 1000 mg/Kg e
acido ascorbico 100 mg/Kg de peso corporeo por dia). Média + epm (n =
8-9)

71



Controle

Vimang®

Antioxidantes

Figura 5: Fotografia com aumento de 5 vezes e 10 vezes da raiz da aorta de camundongos LDLRO controle,
tratado durante 2 semanas com vimang® e antioxidantes (vitamina E, B-caroteno e vitamina C), e alimentados
com dieta rica em colesterol na segunda semana . As lesdes de aterosclerose foram coradas com oil red e estdo
representadas na parede interna da aorta. Vimang® e os antioxidantes foram adicionados a ra¢do (Vimang®
250 mg/Kg de peso corporeo por dia) e (antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, 3 caroteno 1000 mg/Kg e acido
ascorbico 100 mg/Kg de peso corpdreo por dia).
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Figura 6: Area de lesdo aterosclerdtica na raiz da aorta de camundongos
LDLRO controles, tratados durante 3 meses com Vimang® e antioxidantes
(vitamina E, B-caroteno e vitamina C). Vimang® e os antioxidantes foram
adicionados a ragdo (Vimang® 250 mg/Kg de peso corporeo por dia) e
(antioxidantes: vitamina E 200 mg/Kg, p caroteno 1000 mg/Kg e acido
ascorbico 100 mg/Kg de peso corpdreo por dia). * P < 0,05 em relagdo aos
controles e antioxidantes, Média + epm (n = 9-10)
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Figura 7: Fotografia com aumento de 5 vezes e 10 vezes da raiz da aorta de camundongos LDLRO controle,
tratado durante 3 meses com vimang® e antioxidantes (vitamina E, R-caroteno e vitamina C). As lesdes de
aterosclerose foram coradas com oil red e estdo representadas na parede interna da aorta. Vimang® e os
antioxidantes foram adicionados a ragfio (Vimang® 250 mg/Kg de peso corpéreo por dia) e (antioxidantes:
vitamina E 200 mg/Kg, R caroteno 1000 mg/Kg e 4cido ascorbico 100 mg/Kg de peso corpdreo por dia).
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Figura 8: Correlacdo entre area de lesdo da raiz da aorta e a concentragio
de colesterol (Painel A, R=0,80, P<0,0001) e triglicérides plasmatico
(Painel B, R=0,29, P=0,03) em camundongos LDLRO provenientes de dois
estudos: Efeito da reposi¢do de substratos e inibigdo da esteroidogénese e
efeito antioxidante do Vimang®, sobre o desenvolvimento espontineo da

aterosclerose.
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Figura 9: Correlagdo entre area de lesdo daraiz daaortaea
concentracdo de TBARS plasmaticos ( R=0,58, P<0,0001)
em camundongos LDLRO provenientes de dois estudos:
Efeito da reposicdo de substratos e inibicio da
esteroidogénese e efeito antioxidante do Vimang®, sobre o
desenvolvimento espontaneo da aterosclerose.
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Figura 10: Correlagdo entre area de lesdo da raiz da aorta e a
concentrag@o plasmatica de alanina aminotransferase (Painel A, ALT,
R =036 ,P=0,07) e com fosfatase alcalina (Painel B, ALP, R =
0,45, P = 0,02) no plasma dos camundongos LDLRO. (Painel A)
animais provenientes de dois estudos: Efeito da reposi¢do de
substratos e inibicdo da esteroidogénese e efeito antioxidante do
Vimang® sobre o desenvolvimento espontaneo da aterosclerose.
Painel B animais provenientes apenas do estudo do efeito da reposigao

de substratos e inibicdo da esteroidogénese, pois as concentragdes
médias de ALP entre os dois estudos foram muito diferentes.
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Figura 11: Correlacao positiva entre area de lesdo da raiz da
aorta com produgdo de EROS (Painel A, R=0,72, P<0,0001) e
oxidacdo de NADPH (Painel B, R=0,53, P=0,002) em
mitocondrias de figados dos camundongos LDLRO
provenientes de dois estudos: Efeito da reposi¢ao de substratos
e inibicdo da esteroidogénese e efeito antioxidante do
Vimang®, sobre o desenvolvimento espontaneo da
aterosclerose.
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Committee for Ethlcs in'Animal Research (State Umver3|ty of Camplnas UNICAMP)
on October4 2006 ‘

1 1k

Campi é., 04 de oﬁtubro de 2008.

"-'%wm JW

Profa. Dra. Ar(aﬂarle{}\. Guaraldo. Fatima Aiog'.% : ' '
Presidente ] ‘Secretéria ecutiva '

CEEAIB — Unicamp ' ' ; ; Telefone: (19) 3768-6359

‘Caixa Postal 6109 : £ Telefax: (19) 3788-6356

13083 970 Camplnas SP — Brasil : ; E-mail: ceea@cemib.unicamp.br
) g ‘ ht'tp:fiwww.'tb.ynicamp.bn’institucionaUceea!index.hlm
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Of. CIBio/IB 06/2008

Cidade Universitaria “Zeferino Vaz”,
26 de maio de 2008.

Prof. Dr. EVERARDO MAGALHAES CARNEIRO
Chefe do Departamento de Fisiologia e Biofisica
Instituto de Biologia

Unicamp

Prezado Professor:

Informamos que o projeto abaixo relacionado, envolvendo OGM do tipo |, sob
responsabilidade da Profa. Dra. Helena C. F. Oliveira, protocolado sob o, nimero

2008/02, foi aprovado pela CIBio-IB/Unicamp em Reunido Ordinaria realizada no dia

26 de maio de 2008 e para ser desenvolvido nas dependéncias do Departamento de
Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da Unicamp:

No. Projeto Data de Nome do Projeto Prazo para
(data da recepgio envio de
aprovagao) relatério a CiBio
CIBio 2008/02 22/04/2008 |Repercussio de modificagdes da| Fevereiro de
(26/05/2008) expressao de proteinas 2009 (ref.

envolvidas no transporte de periodo 1/1/2008
lipides sobre o metabolismo de a 31/12/2008)
lipides e carboidratos, estresse

oxidativo e adiposidade em

camundongos geneticamente

modificados

Recomendamos que sejam observadas as instrugdes normativas refergntes a |

transporte e contencdo da OGMs, disponiveis na webpage da CTNBio
<www.ctnbio.gov.br>.

Atenciosamente,

Cordiais Saudagébes, COP’A
G Peo PETAC
Profa. Dra. MARIA S|LVIA VICCARI GATTI

ClBio/IB-Unicamp

Cdpias: Profa. Dra. Helena C. F. Oljveira

Clblo/IB-Unicamp K]
Comiss#o Interna de Biosseguranga *
Instituto de Biclogia - Unicamp
Caixa Postal 6109 - 13083-970 Campinas SP
Tel.: (19) 3521-6359 — e-mail; comisib@unicamo.br
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