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RESUMO

Introdugao: A hipercolesterolemia e sua relagdo com a aterosclerose, em particular
a doenga coronaria, continuam sendo motivo de grande interesse do conhecimento
cientifico. Objetivo: apresentar um modelo experimental satisfatério de indugéo e
manutencdo de hipercolesterolemia em coelhos, com formacdo de placa
aterosclerotica. Material e métodos: 10 coelhos Nova Zelandia sadios foram
submetidos a dieta suplementada de colesterol 0,5% por 3 meses para inducédo da
hipercolesterolemia e 0,1% por mais 3 meses para manutencéo desta. Foi dosado o
perfil lipidico em 3 etapas do experimento, adotando-se os niveis basais como
controle-negativo. Apds eutanasia, a artéria aorta foi retirada para analise de areas
sudanofilicas e realizada morfohistometria em 3 regides da aorta. Resultados: Foi
observado aumento do colesterol total, chegando a 1203,7 £ 76,9 e 206,7 + 69,7
posteriormente; LDL-c, com média de 458 + 277,7 e final de 62,4 £ 26,2; e
trigliceridios que se elevou para 372 £+ 417,3 e diminuiu para valores proximos aos
basais. O HDL-c permaneceu em niveis préximos aos basais: 34,7 + 10,1 e 27,2
8,0. A analise macroscopica mostrou extensas areas sudanofilicas, correspondentes
a placas ateroscleroticas, com média de 68 + 27,9 mm?. A Histomorfometria mostrou
relagdo intima-média de 1,35 £ 0,54 na crossa da aorta, 1,54 + 0,55 na porcao
toracica e 0,93 £ 1,01 na por¢gao abdominal. Conclusao: o modelo experimental
utilizado apresentou alteragdes no perfil lipidico condizentes com aterogénese, areas
correspondentes a placas aterosclerdticas e espessamento intimal observado na

relagao intima-média das artérias aodrticas.

Palavras-chave: Perfil Lipidico, aterosclerose, modelo experimental, relagao

intima-média



ABSTRACT

Introduction: The hypercholesterolemia and its relation to atherosclerosis, especially
the coronary disease, are an important subject for the scientific community.
Objective: to present a satisfactory experimental model to induce
hypercholesterolemia and atherosclerosis in rabbits. Methods: ten New Zealand
rabbits were submitted to supplemented diet (cholesterol 0,5 %) for three months to
induction and for other three months (cholesterol 0,1 %) to maintain the
hypercholesterolemia. The lipid profile was dosed in three stages of the experiment,
adopting basal levels as negative control. After euthanasia, the aortic tissue was
obtained for analysis of sudanofilic areas and submitted to morfohistometry at three
different aortic areas. Results: it was observed elevation of total cholesterol,
reaching 1203,7 £ 76,9 and 206,7 + 69,7, later; LDL — c with average 458 + 277,7
and 62,4 + 26,2 at the end; and triglycerides elevated to 372 + 417,3 and returned to
values closed to basal levels. The HDL — ¢ remained in values closed to basal levels:
34,7 £ 10,1 and 27,2 + 8,0. The macroscopic analysis showed extensive sudanofilic
areas, corresponding to atherosclerotic plaques (average: 68 + 27,9 mm?). The
morfohistometry revealed values of intima-media thickness relation: 1,35 + 0,54 in
transverse arch, 1,54 £ 0,55 in thoracic segment and 0,93 + 1,01 in abdominal
segment. Conclusion: the experimental model presented alterations in the lipid
profile compatible to atherosclerosis, areas related to atherosclerotic plaques and

intimal thickness observed in the intima-media thickness relation of aortic tissue.

Key-words: Lipid profile, atherosclerosis, experimental model, intima-media

thickness relation.
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CETP - proteina de transferéncia de ésteres de colesterol.
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LDL-m — lipoproteina de baixa densidade modificada.
LDL-ox — lipoproteina de baixa densidade oxidada.
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1. INTRODUGCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) ocupam o topo da lista das maiores
causas de mortalidade mundial, com aproximadamente 12 milhdes de 6bitos ao ano.
Estudos experimentais e clinico-epidemioldégicos comprovam que a aterosclerose €
uma doenca multifatorial, sendo comprovada a influéncia da hipercolesterolemia na
doenca arterial coronaria, problema de saude publica do mundo ocidental. Os niveis
séricos de colesterol dependem de fatores genéticos e dietéticos, bem como por
fatores ambientais. Dentre os principais fatores de risco envolvidos na doenca
arterial coronariana, temos: a dislipidemia, o tabagismo, a diabetes, a hipertenséo
arterial, a obesidade, o sedentarismo e a histéria familiar positiva para doenca
arterial coronaria (KOLANKIEWICZ; GIOVELLI e BELLINASO, 2008; POZZAN;
POZZAN e BRANDAO, 2005).

O perfil lipidico corresponde ao dado laboratorial recomendado pela
Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) para acompanhamento de dislipidemias e
prevencao de aterosclerose (SPOSITO et al, 2007). Atualmente, outros métodos de
investigacdo tém sido descritos como parametro de avaliagdo da doenga
aterosclerdtica, como é o caso da Ultrassonografia (US) de artéria carétida, que

estima a relagao intima-média como fator preditivo da doenga (TORRES et al, 2007).

Diversos modelos experimentais foram descritos na literatura com a finalidade
de estudar a aterogénese e observar o comportamento do perfil lipidico e das placas

ateroscleroticas mediante diferentes dietas e administragdo de drogas.

Perante a importancia desta doenga no ambito mundial, bem como em nosso
pais, torna-se pertinente o estabelecimento de um modelo experimental que
contemple as alteracbes do perfil lipidico e espessamento intimal de forma

semelhante ao que ocorre em humanos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho é comprovar a eficacia de um modelo
experimental de indugdo e manutencdo de hipercolesterolemia, com formacédo de
placas aterosclerodticas em artérias aorta de coelhos a partir de dieta apropriada para

a espécie, acrescida de colesterol purificado sintético.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar o perfil lipidico dos animais antes de oferecer a dieta

hipercolesterolémica (amostra basal para controle-negativo);

- Induzir hipercolesterolemia nos animais normocolesterolémicos, com dieta

padrao acrescida de colesterol purificado em p6 0,5% por trés meses;

- Verificar o perfil lipidico dos coelhos para confirmacdo de

hipercolesterolemia;

- Promover manutencado de hipercolesterolemia com dieta padrdo acrescida

de colesterol purificado 0,1% por mais trés meses;

- Verificar manutencao de hipercolesterolemia através do perfil lipidico;
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- Analisar estatisticamente esta variancia dos resultados laboratoriais obtidos

durante as dosagens do perfil lipidico;

- Realizar exérese da artéria aorta ao final do seguimento, apds eutanasia dos
animais; analisar macroscopicamente a pe¢ca com o uso do corante Sudan IV e
histologicamente através da histomorfometria de trés seguimentos (crossa, aorta

toracica e aorta abdominal).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DAS DOENCAS CARDIOVASCULARES
ATEROSCLEROTICAS

O grupo de DCV assume importante destaque na morbimortalidade mundial,
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (LIBBY, 2002). No Brasil,
essa classe de doengas representa a principal causa de ébito (32%) globalmente e
em cada regido isolada. Isso se deve por varios fatores, dentre eles o declinio da
mortalidade por doencas infectocontagiosas, devido a melhora de condi¢cbes de
saneamento, ampliacdo do sistema de imunizacéo e politicas publicas afins (GUS,
2003). Outro fator responsavel por esse predominio atual de DCV como principal
causa de mortalidade no Brasil & processo de transi¢cao demografica. Considerando
que DCV tém sua prevaléncia aumentada com o decorrer da idade, o
envelhecimento da populagédo, derivado do aumento da expectativa de vida, tem
papel importante nesse contexto (STEFFENS, 2003; ACHUTTI et al, 2003).

O conhecimento de fatores de risco tem grande importancia no controle
clinico e epidemiolégico dessa classe de doengas. Estes podem ser divididos em
modificaveis e ndo-modificaveis. No primeiro grupo se encontram a idade, o sexo, a

raga, etnia e histéria familiar. No segundo grupo, temos: a dislipidemia, o tabagismo,
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a hipertensao arterial, o diabetes mellitus, o sedentarismo e a obesidade (ACHUTTI
et al, 2003).

No Brasil observou-se uma prevaléncia de 24% de tabagistas na populagao
acima de 5 anos, estando na faixa etaria entre 30 e 40 anos a maior concentracgao;
15% hipertensos; 7,6% de diabéticos na populacdo entre 30 e 69 anos e 8% de
obesos e 32% da populagdo na faixa de sobrepeso (IBGE, 1991). Quanto as
dislipidemias, estudos especificos para regides mostram prevaléncias em torno de
25%, sendo maiores no sexo feminino (KOLANKIEWICZ; GIOVELLI e BELLINASO,
2008; POZZAN; POZZAN e BRANDAO, 2005).

A SBC preconiza que se utilize o perfil lipidico como dado laboratorial para
acompanhamento de dislipidemias e prevencao de aterosclerose (SPOSITO et al,
2007).

2.2 METABOLISMO LIPIDICO

As alteracdes dos lipides sanguineos, particularmente a hipercolesterolemia e
sua relacdo com a aterosclerose, principalmente no que diz respeito a doencga
coronaria continuam sendo motivo de grande interesse do conhecimento cientifico O
colesterol € um lipide que esta presente amplamente no organismo, tanto nos
tecidos como nas lipoproteinas plasmaticas, seja sob a forma livre ou esterificada
com acidos graxos formando ésteres de colesterol. Sua importancia fisioldgica
reside no amplo papel que desempenha dentro do organismo, seja como precursor
de acidos biliares (necessarios para a absorgao de gorduras da dieta), de horménios
glico e mineralocorticoides, seja na sintese dos hormdnios sexuais como 0s
androgenos, estrogenos e progestagenos e também na formagao de vitamina D.
Ressaltamos também seu relevante papel estrutural, como componente das
membranas celulares, incluindo as do sistema nervoso central, onde esta presente

de forma abundante, assim como também é um dos constituintes das lipoproteinas
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que transportam triglicérides e fosfolipidios. O colesterol presente diariamente no
intestino tem duas origens: o encontrado na bile formando os acidos biliares (600-
1000 mg) e o da dieta (250-500 mg) (ILIB, 2000).

Todo o colesterol consumido € de origem animal, pois as plantas néo o
contém. Cerca de metade do colesterol que penetra na luz intestinal € absorvida e o
restante é eliminado com a matéria fecal como coprostanol. O colesterol livre é
insoluvel e para ser transportado dentro da corrente sanguinea necessita estar unido
as lipoproteinas, que sdao moléculas que contém um nucleo interno hidrofébico
constituido por triglicérides e colesterol esterificado e uma capa externa formada por
compostos antipaticos como fosfolipides e colesterol ndo esterificado, além de
diversas proteinas chamadas apoproteinas, que de acordo com sua densidade sao
classificadas em varios grupos: quilomicrons (sintetizados no intestino, transportam
o colesterol da dieta do intestino ao figado); as VLDL (lipoproteina de muito baixa
densidade), produzidas no figado; as IDL (lipoproteinas de densidade intermediaria);
as LDL (lipoproteinas de baixa densidade), produzidas a partir do catabolismo das
VLDL e IDL e no figado; e finalmente as HDL (lipoproteinas de alta densidade),
sintetizadas no figado e em menor quantidade no intestino. O LDL é a principal
molécula transportadora de colesterol no plasma e atualmente é considerada como

fator independente de risco para doenga coronaria (GRUNDY et al, 1998).

A proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP) contribui para a
remogao do colesterol dos tecidos periféricos de volta ao figado, e uma condigao
pro-aterogénica se estabelece quando sua acdo esta aumentada, como na
resisténcia a insulina: triglicérides (TG) s&o transferidos das VLDLs para as LDLs e
HDLs em troca de ésteres de colesterol. Entdo, a lipase hepatica, cuja atividade
também esta aumentada, hidrolisa as LDLs e HDLs, gerando LDLpd (particulas
pequenas e densas), além de resultar em hipertrigliceridemia e diminuicao da HDL2,
a subpopulagdo de HDLs com maior atividade antiaterogénica no plasma
(SIQUEIRA; ABDALLA e FERREIRA, 2006).
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As lipoproteinas plasmaticas sao particulas constituidas por uma parte central
de lipidios hidrofébicos, circundados por uma monocamada de lipidios polares e
apoproteinas. S&o sintetizadas e secretadas pelo figado (VLDL) ou intestino
(quilomicrons), ou resultam de transformagdes sofridas por estas particulas, como é
o caso da IDL, LDL e HDL. Tém duas fungdes principais: solubilizar os lipidios no
plasma e regular o movimento destes em sua entrada e saida de células-alvo e
tecidos especificos. Classificam-se de acordo com sua densidade, sendo que a LDL
encontra-se na faixa entre 1019 a 1063 g/ml (MAHLEY; WEISGRABER e FARESE,
2003).

Os niveis sanguineos de colesterol total e da fragdo LDL-c (colesterol ligado a
LDL) podem tornar-se elevados por consumo excessivo de calorias, gorduras
saturadas, colesterol e também de proteina animal. Estes niveis podem ser
reduzidos por diminuigdo do peso corpdéreo, substituicdo de acidos graxos saturados
por acidos graxos poliinsaturados e aumento de fibra alimentar, principalmente a
fracao soluvel da fibra que apresenta importantes efeitos hipocolesterolemiantes,
consequentemente reduzindo o risco de doengas coronarias (PLAAMI, 1997;
GRUNDY et al,1998).

Desde a disfuncdo endotelial até a ruptura de lesdes na parede vascular,
pode-se observar a participagdo ativa da LDLm como um agente pro-aterogénico.
Inicialmente, os lipidios oxidados da particula atuam como agressores ao endotélio e
a resposta compensatoria a injuria altera sua homeostase. A primeira leséo
observada na parede arterial é a estria gordurosa, composta principalmente de
macrofagos, transformados em células espumosas apos a internalizagado da LDLox
(LDL oxidada). A seguir, as células musculares lisas comecam a migrar da camada
média para a intima, se proliferam e secretam colageno, dando origem a lesdo
intermediaria. Nesta fase, o espessamento da intima provoca o remodelamento, ou
seja, uma dilatacdo da artéria compensatoria ao estreitamento do lumen. Ciclos
repetidos de acumulo e ativagdo de células mononucleares, migragao e proliferagao
das células musculares lisas com producdo de colageno, levam ao aumento

progressivo da lesdo, até que se estruture uma capa fibrosa ao redor de um nucleo
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lipidico e de tecido necroético, a chamada lesdo avangada. Quando a artéria ja nao
consegue se dilatar adequadamente, a lesdo pode entéo alterar o fluxo sanguineo,

manifestando-se clinicamente por sindromes coronarianas estaveis (ROSS, 1999).

O HDL-c possui propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias, anticoagulante,
pro-fibrinolitica e de protecdo endotelial (ASHEIKH; KUVIN e KARAS, 2005). Estas
propriedades o tornam uma substancia anti-aterogénica por diversos fatores como a
inibicdo da inflitracdo de LDLox, protegendo o endotélio; inibicdo da expressao de
moléculas de adesdo ao endotélio, diminuindo rollings e diapedese; diminuicado da
producdo de endotelina e aumento de génese de prostaciclinas; modular produgao
de peptideo natriurético C; promog¢ao de vasodilatacio; estimulacdo de producgao de
células musculares lisas; e prevencdo do dano celular e necrose por ativacdo do
sistema complemento (FORTI; DIAMENT, 2006).

O perfil lipidico é definido pelas determinagdes bioquimicas do CT, HDL-c, TG
e do LDL-c apds jejum de 12 a 14 horas. O LDL-c pode ser calculado pela equacgéao
de Friedewald (LDL-c = CT - HDL-c - TG/5), onde TG/5 representa o VLDL-c
(colesterol ligado a VLDL), ou diretamente mensurado no plasma. Em pacientes com
hipertrigliceridemia (TG>400mg/dL), hepatopatia colestatica crbnica, diabete melito
ou sindrome nefrética, a equacao é imprecisa. Nestes casos, o valor do LDL-c pode
ser obtido por dosagem direta (SPOSITO et al, 2007).

2.3 ATEROGENESE E DOENGA ATEROSCLEROTICA

A aterosclerose representa uma degeneragao das grandes e médias artérias,
se caracterizando pela presenca de ateromas (depdsito de lipidios, principalmente
colesterol, carboidratos, plaquetas, tecido fibroso, calcio), no endotélio. A placa de
ateroma € o término de um processo complexo, lento e insidioso, que pode
acometer qualquer territorio arterial, todavia a aorta e os sitios coronariano e

cerebral, sdo os mais prevalentes (ARAUJO, 2007).
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A lesdo basica da aterosclerose €& denominada ateroma (ou placa
fibrogordurosa) e consiste em uma placa focal elevada no interior da intima que
possui um nucleo lipidico (principalmente colesterol e seus ésteres) e uma capa
fibrosa que o recobre. Inicialmente, os ateromas distribuem-se esparsamente, porém
aumentam de tamanho e se projetam cada vez mais na luz arterial, comprometendo
o fluxo sanguineo. Os ateromas também podem enfraquecer a parede dos vasos
mais calibrosos, gerando aneurismas ou ruptura e favorecendo a trombose. Além
disso, os mais extensos sao friaveis e podem liberar Eémbolos para a circulagao distal
(ateroémbolos) (CONTRAN; KUMAR e COLLINS, 2000).

O termo ateroma foi primeiramente sugerido por Von Haller em 1755, porém
foi Marchand, em 1904, quem criou a terminologia aterosclerose, para a
degeneracao gordurosa e hiperplasia do tecido conjuntivo na parede arterial
(LASTORIA, 1987).

Com relacdo a sua patogenia, a aterosclerose se inicia como uma reposta
inflamatadria celular e molecular a algum tipo de les&o ao endotélio arterial, como as
provocadas pelos fatores de risco ja citados. O endotélio é responsavel pela
manutencgao da integridade e fungao vasculares, modulando o ténus da musculatura
lisa vascular e inibindo varios processos pro-aterogénicos, como a aderéncia de
monaocitos e plaquetas, a oxidagdo da LDL, a sintese de citocinas inflamatérias, a
proliferagdo e migragdo de células musculares lisas e a agregacao plaquetaria. O
principal mediador da fungcado endotelial € uma substancia vasodilatadora produzida
no préprio endotélio, o 6xido nitrico (NO) (ROSS, 1999).

A formacgdo da placa de ateroma segue uma sequéncia de eventos. Os
fatores de risco agem sobre o endotélio vascular, e este responde de duas
maneiras. Em uma delas ocorre diminui¢do da produgao de anticoagulante, aumento
da produgédo de pro-coagulante, aumento de moléculas vasoativas, e aumento de
citocinas e fatores de crescimento. A outra resposta apresenta aumento da

permeabilidade, e aumento da aderéncia de leucdcitos e plaquetas. Esta primeira



19

fase pode ser definida como estado inflamatério. A partir do estado inflamatério ha
liberagdo de mondcitos e linfocitos T, onde ocorrera proliferagdo de células
musculares lisas levando a chamada lesdo intermediaria. A leséo intermediaria
levara ao espessamento da parede arterial com consequente processo de
remodelacdo, sendo um processo que visa melhorar a luz do vaso para melhor
irrigacao distal a lesdo. Com isso, mais macrofagos e linfocitos serdo liberados,
seguindo o aparecimento de enzimas hidroliticas e fatores de crescimento. O
fendbmeno entrara em ciclos repetidos com reestruturacido da lesdo apresentando
uma capsula fibrosa com nucleo de tecidos necrosados e lipidios levando assim a

les@o avangada ou complicada (AZIZI et al, 2003).

A arteriosclerose abrange trés variantes morfolégicas distintas: (a)
aterosclerose, caracterizada por espessamento e acumulo de lipidio na camada
intima arterial; (b) esclerose medial calcificada de Monckeberg, onde se observa
calcificagcdo da camada média das artérias musculares; e (c) arteriolosclerose,
caracterizada por um espessamento proliferativo ou hialino das paredes das

pequenas artérias e arteriolas (ROSS, 1999).

A formacado da placa aterosclerética inicia-se com a agressdo ao endotélio
vascular devido a diversos fatores de risco como elevacdao de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons), hipertens&o arterial
ou tabagismo. Como consequéncia, a disfungdo endotelial aumenta a
permeabilidade da intima as lipoproteinas plasmaticas favorecendo a retengao das
mesmas no espaco subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidagao,
causando a exposigao de diversos neo-epitopos, tornando-as imunogénicas. O
depdsito de lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no inicio da
aterogénese, ocorre de maneira proporcional a concentragdo dessas lipoproteinas
no plasma (SPOSITO et al, 2007).

Lesbes aterosclerdticas se iniciam quando as LDL se acumulam na parede

arterial, primeiro passo na evolugdo do ateroma, sendo a geragcao de uma estria
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gordurosa acompanhando a retencdo de LDL na matriz extracelular subentoletial
(BLASI, 2007; HANSSON, 2009).

As estrias gordurosas podem ser precursoras da placa, sdo pouco elevadas
com aspecto de manchas planas de cor amarela com medida que pode ser menor
que 1 mm até 1 cm; composta de células espumosas,lipidios e linfocitos T, porém
em menor quantidade do que a placa de ateroma. Acomete a aorta abaixo de 1 ano
e acima de 10 anos de idade, e as artérias coronarias na adolescéncia (CONTRAN;
KUMAR e COLLINS, 2000).

As artérias carotidas e subclavias sao artérias elasticas, com um componente
muscular muito pequeno e predominio da camada intima. Em contraste, nas artérias
periféricas como a artéria femoral, observa-se predominio da camada muscular
média. Portanto, o EMI nas artérias carétidas e subclavias representa principalmente
0 espessamento da camada intima, o qual esta relacionado com a presenca de
doenca aterosclerética. A EMI da artéria carétida superior a 1,3 mm ja € considerado
placa aterosclerética (ZANCHETTI, 1998).

Placa é uma estrutura focal protuindo para a luz arterial por pelo menos 5 mm
ou 50% do valor adjacente da EMI ou se demonstrar um espessamento superior a
1,5 mm da medida da interface da media-adventicia até a interface do lumen intimal
(TOUBOUL et al, 2007).

2.4 O COELHO COMO MODELO EXPERIMENTAL

O coelho €& o animal mais utilizado em experimentacdo envolvendo
aterosclerose, em especial a linhagem Nova Zelandia. Foi citado pela primeira vez
por Ignatowski (1908). Isso se deve pelo fato desta espécie desenvolver

hipercolesterolemia administrando-se dieta acrescida de colesterol entre 0,1 a 2%
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por poucos dias. Sao tidos como parametros de normalidade a variacdo de 10 a 80
mg/dL para valores de CT e de 243 a 290 mg/dL para lipides totais. (BOCAN et al,
1993; YANNI, 2004).

As alteragdes no perfil lipidico ocorrem precocemente, cerca de duas
semanas apos a introdugao da dieta hipercolesterolémica. Ja as lesdes nas aortas
de coelhos dependem da concentracdo do colesterol, assim como também da
duracdo da dieta, sendo que uma baixa concentracdo de colesterol quando
administrada por um longo periodo provoca lesdes na artéria aorta bastante
semelhantes as lesbes que ocorrem em humanas (AIKAWA et al, 1998; KOLODGIE
et al, 1996; FINKING; HANKE, 1997). Estudos mostram que outra vantagem deste
animal como modelo experimental € o fato das lesbes aterosclerdticas mais
lentamente apds a interrupcdo da dieta hipercolesterolémica, isto quando
comparados, por exemplo, a macacos e ratos. Motivo pelo qual se tem utilizado
bastante estes animais para realizar pesquisas experimentais em aterosclerose
(YANNI, 2004).

A aterogénese induzida por dieta com colesterol exégeno se inicia com a
expressao de moléculas de adesao ao endotélio (VCAM-1), provocando agregagao
leucocitaria (rolling), principalmente linfécitos T e mondcitos, com conseqiente lesao
endotelial. Os mondcitos migram para o espag¢o subendotelial e se diferenciam em
macrofagos, que expressam receptores para particulas de LDLox, particulas
potencialmente aterogénicas, sem feedback negativo para o controle de niveis de
colesterol intracelular. Com esta alteragdo, os citoplasmas dos macrofagos
acumulam goticulas de gordura, dando origem as células espumosas. O aglomerado
dessas células da origem as estrias gordurosas, importante alteragdo da parede do
vaso (GLASS; WITZTUM, 2001; LIBBY, 2002).
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2.5 RELAGAO iNTIMA-MEDIA E PREVISAO DE RISCO CARDIOVASCULAR

Estudos experimentais em primatas ndo humanos e em humanos indicam
que as lesdes ateroscleréticas podem progredir sem a redugdo no tamanho luminal
devido a dilatagao da artéria. A estimacao correta do tamanho das lesdes requer,
portanto a mensuracéo simultdnea da espessura da parede arterial e o tamanho do
residuo luminal. As lesdes aterosclerdticas nas artérias periféricas e nas carétidas
sdo geralmente avaliadas pela mensuragcdo do tamanho luminal por métodos
invasivos tais como angiografia contrastada ou por técnicas nao invasivas como a
ultrassonografia. O exame bruto e de patologia microscopica apenas € possivel em
tecidos de espécimes (PIGNOLI et al, 1986).

A camada intima dos vasos sanguineos € definida como a porgdo que se
estende desde (e incluindo) a superficie endotelial em contato com o lumen até a
ldmina elastica da camada média. Porém, a lamina elastica pode ndo ser bem
individualizada em regides como bifurcagdes e curvaturas, onde as camadas intima
e média sdo indistinguiveis. A espessura da camada intima ndo € uniforme, podendo
ocorrer espessamentos focais (excéntricos) ou mais extensos (difusos) em algumas
regides, representando adaptacdes fisioldgicas a mudangas no fluxo sanguineo e na
tensao na parede arterial (STARY et al, 1996).

O processo de espessamento médio-intimal € complexo. Este pode ser
reativo a um aumento na pressao sanglinea e mudanga no padrdao de forca de
cisalhamento. O estudo Rotterdam mostra que, em baixos graus de EIM, o
espessamento parece refletir um estado de equilibrio onde os efeitos de pressao e
fluxo nas artérias estdo em balanco, dando um relacionamento caracteristico entre
forca de cisalhamento e a pressao transmural local. Acima de certo nivel EIM pode
entdo representar aterosclerose (BOST; HOFMAN e GROBER, 1997).

A medida da EIM das artérias foi inicialmente demonstrada como um bom
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meétodo para avaliar alteragdes consequentes a aterosclerose, ja que havia boa
correlagao entre o0 que se encontrava a US e achados histoldgicos caracteristicos de

les&o aterosclerdtica na aorta (SIMON et al 2002).

O espessamento médio-intimal da artéria carétida, medido pela ultra-
sonografia vascular de alta resolucdo, € considerado atualmente um marcador de
doencga aterosclerética generalizada, principalmente da doencga arterial coronariana
precoce. O aumento do complexo médio-intimal da artéria carétida esta relacionado
com a maioria dos fatores de risco cardiovasculares: sexo masculino, histoéria
familiar de acidente vascular cerebral ou infarto agudo do miocardio, tabagismo,
diabete mellito, dislipidemia, hipertrofia do ventriculo esquerdo, hiper-
homocisteinemia e idade. O EMI da artéria carétida ajuda a estabelecer com mais
precisdo o risco cardiovascular em pacientes hipertensos sem lesdo em érgao-alvo
evidenciada pelos exames de rotina, como o eletrocardiograma (ENGELHORN et
al, 2005).

Mais recentemente, a mensuragdo ultrasonografica da espessura das
camadas intima e média das artérias carotidas (EIMC) tem surgido como uma
ferramenta na monitorizacdo da aterosclerose e é utilizada como desfecho substituto
de eventos cardiovasculares, ante a associacdo com fatores de risco para doenca
arterial coronariana (DAC) e com eventos cardiovasculares (CVs) incidentes. A
EIMC aumenta com a idade, € maior nos homens e apresenta pequenas diferencgas
entre grupos étnicos diversos. A pressao arterial sistélica (PAS) encontra-se
associada de forma importante com a EIMC e alguns autores sugerem que a
hipertensdo arterial sistémica (HAS) seja o principal fator de risco para o aumento da
EIMC (TORRES et al, 2007).

A doenga arterial coronariana é uma entidade de evolucdo longa e lenta,
normalmente so6 detectada quando vem a provocar lesdes luminais obstrutivas,
alterando perfusdo e causando sintomas. A coronariografia € incapaz de detectar

fases precoces da doenca arterial coronariana, pelo fato de estas caracterizarem-se
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como lesdes nao obstrutivas, ndo alterando, portanto, a silhueta angiografica dos
vasos. O ultra-som intravascular € um recurso util na detecgdo de mudancas
qualitativas que podem indicar desenvolvimento insidioso da aterosclerose
coronariana. A mais precoce destas mudancas detectavel ao ultra-som intravascular
€ o espessamento intimal presente de forma universal na doenca arterial
coronariana e mesmo no envelhecimento arterial normal. E proposta uma
diferenciagdo empirica entre a placa aterosclerética e o espessamento intimal
fisioldgico como sendo patoldégica a espessura do complexo intima — média >
0,3mm (VELICAN; VELICAN, 1981).

O aumento da EIM da artéria cardtida medidas pelo US é considerada um
tipo de marcador de aterosclerose mais generalizada e repetidamente tem

demonstrado preditor da ocorréncia de eventos cardiovasculares (BORTEL, 2005).

Com a progressao da aterosclerose, podem-se identificar diferentes tipos de
placa, de acordo com sua composi¢cdo: 1) placas ditas “moles”, com baixa
ecodensidade (menor do que a da adventicia), sdo compostas por infiltragéo lipidica
difusa e/ou células fibromusculares; 2) placas fibrosas com ecodensidade igual ou
superior a da camada adventicia, que produzem ecos brilhantes e heterogéneos; e
3) placas calcificadas, que produzem reflexdes brilhantes intensas e sombreamento
acustico (BARTORELLI et al, 1990).

A calcificacdo pode ser graduada de acordo com o arco da matriz
fibrocalcica, sendo necessario um arco de 180° para se adquirir uma massa de
calcio que possa ser identificada pela angiografia. O calcio pode estar distribuido na
placa de varias maneiras: como um depdsito profundo no limite intima — média
(15% dos casos), como um arco superficial na face luminal (50%), uma combinagao
de ambas (35%), ou como um foco inserido em uma placa fibrosa (MINTZ et al,
1992).
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In vivo, a espessura intimal por si ndao pode ser medida de maneira nao
invasiva, mas o complexo intima-média pode ser medido por ultrassonografia. Um
aumento da EIM pode ser por espessamento intimal e/ou muscular (GROBBE;
BOTZ, 1994).

2.5.1 USO DO US NA MEDIDA DA ESPESSURA INTIMA-MEDIA

O estudo angiografico dos vasos coronarianos €, desde a década de 50, o
padrao para a detecgdo e para a caracterizacdo anatbmica da doenga arterial
coronariana. Porém, suas limitacbes sao conhecidas e derivam do fato de a
angiografia estudar, somente, o aspecto luminal do vaso (luminograma), o que pode
ocultar detalhes sutis e importantes da artéria coronaria. Sabe-se que a
aterosclerose € uma doenca predominantemente da parede arterial, havendo,
portanto, a necessidade de um método que a avalie especificamente (MEDEIROS
et al, 2001; GROOT et al, 2004).

Recentemente estudos com ultra-som B-mode de alta resolucdo tem
mostrado que as medidas da EIM de artérias carétidas sao bastante uteis no estudo
da aterosclerose. A artéria femoral € um tipo predominantemente muscular e de
acesso facil e confiavel pelo ultra-som modo B, a qual tem recebido pouca atencao
quando comparada com a artéria carétida. Aterosclerose femoral tem sido
associada a fatores de risco tradicionais e tem previsto a presenca de extensa
calcificagao coronaria, um sinal de aterosclerose coronariana (LEKAKIS et al, 2000;
BAE et al, 2003).

A primeira anormalidade morfolégica nas paredes das artérias podem ser
visualizadas pelo modo B de ultrasonografia. Essa alta resolugdo, técnica nao
invasiva, € um dos melhores métodos para a detecgdo de estagios precoces da
doenca aterosclerdtica pois € aplicada faciimente e demonstra a estrutura da

parede em melhor resolugao que qualquer outra técnica similar (TOUBOUL et al,
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2007).

Nas artérias cardtidas, o US permite a visualizagdo de duas linhas
ecogénicas (brilhantes) criadas pela interface entre a luz arterial e a camada intima
e entre a camada média e a adventicia. O espago compreendido entre essas duas
linhas corresponde a soma das camadas intima e média e pode ser identificado
tanto na parede anterior (mais proxima ao transdutor) quanto na posterior (mais
afastada do transdutor) do vaso examinado (TORRES et al, 2007).

As medidas obtidas pelo ultra-som intravascular vieram confirmar as
observacoes feitas no final da década passada acerca de um fendbmeno conhecido
como “‘remodelamento geométrico coronariano”. Esse fenbmeno, que
aparentemente trata-se de um mecanismo compensatério intrinseco coronariano e
surge em fases precoces da doencga aterosclerética, consiste na expansao
circunferencial da artéria coronaria no local de uma placa de ateroma (area total do
vaso no local da lesdo torna-se maior do que nas referéncias), na tentativa de
acomodar o volume da placa e assim preservar o fluxo sanguineo (remodelamento
positivo) (GE et al, 1993).

A area da interface do lumen intimal da jugular e a margem média-adventicial
da carétida consiste predominantemente de artéria adventical e supera as limitacoes
ultrasonograficas definindo o limite externo da adventicia. Outro componente dessa
regiao “média-extra” incluindo o tecido intersticial, parede venosa, a qual &,
contrariamente alterado pelos fatores de risco e gurdura perivascular, que pode ser
alterado pela obesidade (SILKON et al, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Tipo de Estudo

Experimental descritivo.

3.2. Local do Estudo

O experimento foi realizado no laboratério de cirurgia experimental, na UME,
Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), Universidade Federal do Para (UFPA), em
parceria com o Laboratério de Analises Clinicas Paulo Azevedo e os Laboratorios de
Patologia do ICS-UFPA e Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

3.3. Amostra

Foram utilizados 10 coelhos Nova Zelandia (Figura 1), machos, com 3 meses
de idade, pesando entre 2,5 Kg e 3,0 kg, provenientes da empresa CRIEX Ltda/SP,
especializada em Cunicultura. Os animais foram alojados em gaiolas individuais
medindo 50cm x 50cm x 50cm, com fundo fenestrado removivel para que os animais
nao fiqguem em contato com as fezes, em biotério apropriado, com agua ad libitum,
oferta de 100g de racdao diariamente, temperatura de aproximadamente 22°C,
iluminagdo controlada com foto-periodo claro-escuro de 12h por timer. A gaiolas
eram higienizadas diariamente por bioterista. Antes do inicio do experimento, os
animais passaram 2 semanas em adaptagao ao biotério (Figura 2) , nas condi¢des

descritas anteriormente.



Fonte: Arquivo Pessoal de Thais Tapajés

Figura 1 — Coelho da linhagem Nova Zelandia utilizado no estudo

Fonte: Arquivo Pessoal de Thais Tapajés

Figura 2 — Biotério da Unidade Multidisciplinar de Experimentacao, ICS, UFPA

28
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3.4. Preparo da dieta

A racdo padrao para a espécie era triturada, sendo adicionada a esta
colesterol purificado em p6 (Sigma-aldrich), com concentracao de 0,5 % na primeira
fase do experimento e 0,1% na segunda fase. Era adicionada agua a esta mistura
em quantidade suficiente para se obter uma massa mais consistente. Em seguida,
era peletizada em maquina de moer. Apds esse processo, a racao era colocada em
estufa (Figura 3) a 60°C, por um periodo de 24h para secagem. O aspecto final da

racao € observado na Figura 4.

3.5. Inducéao da hipercolesterolemia — 12 fase

Os animais foram submetidos a dieta hipercolesterolémica (100g de ragao
padrao + colesterol puro a 0,5% para cada animal diariamente) por um periodo de
90 dias. Apds esse periodo, foi dosado laboratorialmente o perfil lipidico desses

animais para confirmacao do estado hipercolesterolémico.

3.6. Manutencao da hipercolesterolemia — 22 fase

Nesta fase foi ofertada a dieta de manutengédo de hipercolesterolemia (100g
de ragdo padrao + colesterol puro a 0,1% para cada animal diariamente) por um

periodo de 90 dias para todos os coelhos.
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Fonte: Arquivo Pessoal de Thais Tapajés

Figura 3 — Estufa (especificagdo) utilizada no processo de producdo da dieta

hipercolesterolémica

Fonte: Arquivo Pessoal de Thais Tapajés

Figura 4 — Aspecto final da ragao ofertada aos animais
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3.7. Procedimentos

A coleta de sangue foi realizada apds o periodo de adaptagédo dos animais ao
biotério, constituindo o grupo controle-negativo, ao final do terceiro més de dieta de
indugao e ao final do 3° més de dieta de manutengao, estando os animais em jejum
por 12 horas. Foram coletadas amostras sanguineas de 3 ml de cada animal a partir
da veia marginal da orelha direita, com agulha de 0.06mm de didmetro e seringa
plastica de 3 ml ndo heparinizadas, colocadas em tubos de gel separador, onde
permaneceram por 20 minutos. Em seguida foram centrifugadas por 10 minutos e

levadas para dosagem em laboratério de analises clinicas.

Ao final do terceiro més de dieta de manutencgao, os animais foram submetidos
a eutanasia através de exsanguinagao por puncgao cardiaca, estando previamente
anestesiados com injecao intra-muscular de associacdo de cloridrato de ketamina
(35 mg\kg) e cloridrato de xilazina 2 % (5 mg\Kg). Em seguida foi realizada uma
toraco-laparotomia para exérese da artéria aorta desde a sua inser¢cédo no ventriculo

esquerdo até a bifurcacdo em artérias iliacas.

3.8. Aspectos Laboratoriais

Foram verificados os seguintes parametros: CT, HDL-c, LDL-c e VLDL e TG
através de método enzimatico com a utilizacdo de kits comerciais (Biodiagndstica),

no Laboratério de Analises Clinicas Paulo Azevedo.
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3.9. Analise Macroscépica

Apls a exérese da artéria aorta, foi realizada cuidadosamente a diérese de
todos os planos desta, longitudinalmente, para exposicdo da superficie luminal e
mergulhadas em formol tamponado a 10% por 24h. Apds esse periodo, foi corada
por Sudam IV (HOLMAN et al, 1958) e realizadas fotos das pecas, com camera
digital Mitsuca 7.0 megapixels. As fotos foram analisadas em software KS300 para
quantificacdo das areas coradas pelo Sudam IV, no Laboratério de Patologia do ICS-
UFPA.

3.10 Analise Morfométrica

Foram retirados fragmentos da artéria na crossa e regides toracica e
abdominal, para confecgao de laminas histologicas e realizagdo da histomorfometria,
sendo medidas as espessuras das camadas intima e média, para o calculo da
relacédo intima/média através de divisdo, estando o valor da intima no numerador e o

valor da média no denominador, no Laboratério de Patologia da UNIFESP.

3.11 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas utilizando animais
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Para (ANEXO A). O
manejo dos animais foi realizado de acordo com todas as recomendagdes do
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA, tendo sempre o auxilio de

bioterista experiente e visitas frequentes de médica veterinaria.
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3.12 Analise Estatistica

Os dados coletados e anotados no protocolo de pesquisa (APENDICE A)
foram plotados no programa Excel 2007 para anadlise estatistica descritiva, como o

calculo de médias e desvios-padrao.

Para a estatistica comparativa, foi utilizado o teste ANOVA um critério, com o
auxilio do teste Tukey quando necessario, para analise de variancia dos resultados
laboratoriais, comparando os valores de inducdo e de manutengao com os valores
basais (controle) e para a comparacao histologica da relagao intima-média nas trés
regibes da aorta estudadas, através do software Bioestat 5.0. Para significancia

estatistica foi adotado p < 0,05.

4. RESULTADOS

Dos 10 animais utilizados na amostra, 2 foram a ébito durante o processo de
inducdo da hipercolesterolemia e 1 durante o processo de manutencao do estado

hipercolesterolémico, chegando ao final do estudo 7 animais.

A Tabela 1 mostra a variancia dos niveis de colesterol total nas trés etapas de
dosagem. E observado um nivel basal dentro da normalidade, com média de 47,2 +
18,1, seguido de niveis bastante elevados apds o periodo de indugao, ficando a
média em 1203,7 + 76,9 e apds o periodo de manutencdo observamos niveis ainda
hipercolesterolémicos, porém mais baixos, com média de 206,7 + 69,7. Ambos o0s
valores (apés indugéo e apds manutencgéo) obtiveram significancia estatistica, com p

< 0,01 quando comparados aos niveis basais.
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TABELA 1 — Niveis de colesterol total, em mg/dL, dos animais nas 3 etapas do
experimento.

Animal Basal Apés Inducao Apés Manutengao
01 81 1202 180
05 40 1228 155
06 40 1040 314
07 52 1236 191
08 32 1219 213
09 58 1215 280
10 28 1286 114
Média * Desvio Padrao 47,2+18,1 1203,7 +76,9* 206,7 * 69,7*

Fonte: Protocolo de pesquisa

* p < 0,01 quando comparados aos valores basais, pelo Teste ANOVA um critério,
confirmado pelo Teste de Tukey.

Os niveis da fracdo LDL-c durante o estudo sdo mostrados na Tabela 2. A
tendéncia, assim como do colesterol total, foi de aumento acentuado na fase apés
inducdo, com média de 458 + 277,7 e p < 0,01 e diminuigdo durante a manutengao
(média 62,4 £ 26,2).

TABELA 2 - Niveis de LDL-c, em mg/dL, dos animais nas 3 etapas do experimento.

Animal Basal Apés Indugao Apods Manutencgao
01 31 297 47
05 11 390 77
06 11 403 103
07 16 303 46
08 10 470 47
09 24 276 86
10 9 1068 31
Média * Desvio Padrao 16*84  356,5+76,2* 62,4 * 26,2

Fonte: Protocolo de pesquisa

* p < 0,01 quando comparados aos valores basais, pelo Teste ANOVA um critério,
confirmado pelo Teste de Tukey.

A fragdo HDL-c inicial teve média de 25,5 + 8,7 mg/dL e sofreu discreta
elevagado apos o periodo de indugéo (média de 34,7 £ 10,1 mg/dL) com diminuigéo

para niveis proximos aos basais na fase de manutengcado (média de 27,2 + 8,0), o
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que pode ser observado na Tabela 3. Nao houve diferenca estatistica significante

entre as fases, com p = 0,1581.

TABELA 3 — Niveis de HDL-c, em mg/dL, dos animais nas 3 etapas do experimento.

Animal Basal Apés Indugao Apoés Manutengao
01 41 31 28
05 19 30 44
06 24 28 25
07 29 38 29
08 18 55 24
09 31 24 28
10 17 37 44
Média * Desvio Padrao 25,5+ 8,7 34,7*101 27,2+8,0

Fonte: Protocolo de pesquisa

Os niveis de TG de cada animal, nas 3 etapas do experimento estdo expostos
na Tabela 4. Podemos observar uma elevacgéao apés a indugado, com media de 372 +
417,3 e p < 0,01 em relagdo aos niveis basais (média de 56,7 + 19,4) pelo Teste
ANOVA um critério, confirmado pelo Teste de Tukey e apdés a manutencgéo teve
média de 65,85 + 41,9.

TABELA 4 — Niveis de TG, em mg/dL, dos animais nas 3 etapas do experimento.

Animal Basal Apés Inducao Apoés Manutengao

01 47 341 36
05 95 328 70
06 48 67 42
07 59 257 50
08 61 194 51

09 32 131 158
10 55 1292 54

Média * Desvio Padrao 56,7 +19.4 219,6 +109,2 * 65,85+ 41,9

Fonte: Protocolo de pesquisa

* p < 0,01 quando comparados aos valores basais, pelo Teste ANOVA um critério,
confirmado pelo Teste de Tukey.
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As areas coradas pelo Sudam |V, durante a analise macroscépica das pecgas
de aorta, foram medidas e expressas na Tabela 5, correspondendo a placas
aterosclerdticas no endotélio. A média foi de 68 + 27 mm?. Podemos observar na

Figura 5 o aspecto macroscopico das placas.

TABELA 5 — Valor da area, em mm2, corada por Sudam IV em toda a extensao da
artéria aorta de cada animal

Animal Area
01 71,8
05 96,7
06 92,25
07 91,1
08 38,4
09 59,7
10 25,88

Média £ Desvio Padrao 68 £ 27,9

Fonte: Protocolo de pesquisa
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Fonte:ArEquivo Pessoal de Claudine Feio, 2008

Figura 5 — Foto digital das artérias aorta, coradas por Sudam |V, dos 7 animais

estudados.

A relacao intima/média foi calculada em trés regides da artéria aorta desses
animais, sendo esses valores expressos na Tabela 6. Foram observadas relagcbes
acima de 0,8 em todas as regides, sendo mais expressivas na regido toracica, onde
a média ficou em 1,54 + 0,55. Nao foi observada diferenga estatistica significante

entre as trés regides, com p = 0,3066 pelo Teste ANOVA um critério.
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TABELA 6 — Relacao intima/média em trés regides diferentes da artéria aorta de
cada animal

Animal Crossa Toracica Abdominal
01 0,81 1,76 0,5
05 1,66 2,45 2,16
06 2,05 1,51 0,74
07 1,16 1,96 2,6
08 0,94 1,29 0,12
09 2,01 0,84 0,18
10 0,86 1,03 0,24
Média * Desvio Padrao 1,35+ 0,54 1,54 £ 0,55 0,93 +1,01

Fonte: Protocolo de pesquisa

5. DISCUSSAO

Modelos experimentais de hipercolesterolemia e aterosclerose séo de grande
importancia na investigagdo de novas opg¢des terapéuticas e dependendo da
concentracdo do colesterol purificado utilizado, bem como da duragcdo da dieta,
pode-se alcancar diferentes tipos de lesdes na parede dos vasos (KOLODGIE et al,
1996).

O coelho € um animal amplamente utilizado para esta finalidade por
desenvolver hipercolesterolemia em poucos dias através de dieta suplementada com
colesterol purificado, que por sua vez é responsavel pelo desenvolvimento de lesbes
endoteliais que culminardo em aterogénese (GLASS; WITZTUM, 2001; LIBBY,
2002).

Dietas por longos periodos, com concentracdo elevada de colesterol
purificado na dieta estdo relacionadas com aumentado numero de 6bitos por conta
do potencial efeito hepatotoxico desta dieta (YANNI, 2004). Durante o estudo 3
animais foram a o6bito, correspondendo a 30% da amostra, sendo 2 destes na fase

de indugéo e o 3° ébito ocorreu no inicio da fase de manutencdo. Todos os 6bitos
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ocorreram entre a 112 e 13? semana de dieta, sendo que até a 12 semana, os

animais recebiam dieta acrescida de colesterol purificado 0,5%.

A avaliacao do perfil lipidico € o parametro laboratorial recomendado pela
SBC, através da IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencado da
Aterosclerose, para controle e prevencao de aterosclerose. Os parametros incluidos
no perfil lipidico sdo o colesterol total, LDL-c, HDL-c e TG (SPOSITO et al, 2004).

O colesterol total dosado no inicio do experimento (grupo controle-negativo)
teve média de 47,2 + 18,1 mg/dL, estando dentro da normalidade para a espécie,
que tem média em 50 mg/dL e limite de 80 mg/dL (FINKING; HANKE, 1997). Ao
término da primeira fase do experimento (dieta suplementada com colesterol
purificado 0,5%) os animais apresentaram elevada hipercolesterolemia, com niveis
de colesterol total ultrapassando 1000 mg/dL. Ao final da segunda fase (dieta
suplementada com colesterol purificado 0,1%), os animais mantinham o estado
hipercolesterolémico, com niveis médios de CT de 206,7 + 69,7. Resultado
semelhante foi obtido por Tropea et al (2000), que ofertou dieta acrescida de
colesterol purificado 1% e 6leo de milho 4% por 3 semanas para coelhos Nova
Zelandia normocolesterolémicos, obtendo ao final do estudo uma média de 1349 *
89 mg/dL, mas nao houve acompanhamento posterior desses animais. Jaldin et al
(2006) obtiveram niveis inferiores ao deste estudo com dieta suplementada com
0,15% de colesterol proveniente de gema de ovo chegando a aproximadamente 200

mg/dL em 90 dias.

A elevagao da fragdo LDL-c esta intimamente envolvida com lesdo endotelial
e posterior aterogénese (SPOSITO et al, 2007). O LDLox penetra de maneira mais
eficaz nos macréfagos, que acumulam gordura em seu interior, transformando-se em
células espumosas, precursoras das estrias e das placas ateromatosas. Neste
estudo, a média do valor basal de LDL-c foi de 16 £ 8,4, elevando-se para 356,5 +
76,2 ap6s o periodo de inducado de hipercolesterolemia e para 62,4 + 26,2 apods a

fase de manutengao. Jaldin et al (2006) e Bocan et al (1993) obtiveram média de
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200 mg/dL da fragdo LDL-c em seus estudos, com dietas enriquecidas com
colesterol a 0,15% por 90 dias e 0,1% por 60 dias, respectivamente, valores estes

aquém dos obtidos neste estudo.

Foi observada média inicial de HDL-c em 25,5 + 8, elevando-se para 34,7 +
10,1 apds a 12 fase do experimento e diminuindo para 27,2 + 8,0 ao término da 22
fase, valor muito préximo do nivel basal, n&do apresentando diferenca
estatisticamente significante entre as fases, mostrando que a dieta em questdo em
pouco influenciou nos valores desta fragdo de colesterol, mantendo-se os niveis
habituais para a espécie, o que ja era esperado. Passarelli e Quintdo (2005)
observaram retardo na formagdo de placas ateroscleréticas em camundongos
transgénicos apos inducédo de elevagcdo de HDL-c. Asheikh, Kuvin e Karas (2005)
observaram diminuicdo de estrias gordurosas e injurias por baldes, apos injecao de
HDL-VHDL, o que vem reforcar dados de alguns estudos que consideram o HDL-c
antiaterogénico,  possuindo  propriedades antioxidantes, antiinflamatdrias,
anticoagulante, pro-fibrinolitica e de protecdo endotelial (ASHEIKH; KUVIN e
KARAS, 2005). Essas propriedades sdo decorrentes do HDL-c inibir a inflitragdo de
LDLox,com protegcdo vascular; inibir a expressdo de moléculas de adesédo ao
endotélio, diminuindo rollings e diapedese; diminuir produgdo de endotelina e
aumentar de génese de prostaciclinas; modular produgao de peptideo natriurético C;
promover vasodilatagao; estimular producéo de células musculares lisas; e prevenir
dano celular e necrose por ativagdo do sistema complemento (FORTI; DIAMENT,
2006).

Observou-se também meédia de TG de 56,7 £+ 19,4 para o valor basal,
elevando-se para 219,6 + 109,2 ao final da 12 fase, com p < 0,01 e diminuindo para
65,85 £ 41,9 ao final do seguimento, o que vem a divergir de Asai et al (1988), que
obteve valores de TG semelhantes aos iniciais utilizando dieta suplementada com
colesterol 1% por 30 dias e Jaldin (2006), que observou uma diminuigdo dos niveis
de triglicerideos apds 90 dias de dieta com dieta acrescida de colesterol a 0,15%. A
ingestdo de uma refei¢do rica em gorduras causa aumento de TG plasmaticos. A

elevagao poés-prandial de lipoproteinas ricas em TG resulta em disfungao endotelial.
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O mecanismo para que isto ocorra esta provavelmente relacionado com o aumento
do estresse oxidativo, que torna o LDL-c mais aterogénico, levando a sua deposigao
e oxidagao no espaco sub-endotelial (MAKIMATILLA et al, 1999)

O Sudan IV representa um corante lipossoluvel que reage com a molécula
lipidica, exibindo na regido uma coloragdo amarelo-avermelhada (HOLMAN, 1958).
Sao largamente utilizadas laboratorialmente para corar gorduras, triglicerideos e
lipoproteinas presentes em tecidos. Neste estudo, a média da area sudanofilica
presente no limen da artéria aorta foi de 68 + 27 mm?, correspondendo a formagoes
de placas aterosclerdticas observadas macroscopicamente. Jaldin et al (2006)
obteve lesdo do tipo estria gordurosa isolada em artérias com superficie endotelial
preservada, com dieta complementada com 015% de colesterol por 3 meses. Bocan
et al (1993), observou estrias gordurosas confluentes apés 1 més de dieta com
colesterol 1%. Portanto, observa-se neste estudo alteragbes mais avancgadas,
quando comparadas a Jaldin et al (2006) e Bocan et al (1993), porém, compativeis
com Valiente et al (2001), que observou formagao de placas fibrosas em artérias

aortas de coelhos sob dieta acrescida de colesterol 1% por 12 semanas.

O presente estudo apresenta a possibilidade de visualizagdo real das
camadas meédia e intima, assim como do complexo meédio-intimal. A relagao
intima/média foi calculada em trés regides da aorta dos coelhos: crossa da aorta,
aorta toracica e aorta abdominal. Foram observadas relagcdes acima de 0,8 em todas
as regides, sendo mais expressivas na regiao toracica, onde a média ficou em 1,54 +
0,55. Nao foi observada diferenga estatistica significante entre as trés regides. Existe
uma diferenca empirica entre a placa aterosclerdtica e o espessamento intimal
fisiologico, sendo patologia a espessura do complexo intima média maior que 0,3mm
(MEDEIROS et al, 2001).

Revignan et al (2005) realizaram um estudo com 30 fémeas de coelhos para
utilizacdo de radiacdo externa da parede da aorta distal desses animais para

verificagdo de hiperplasia da camada intima. Esse estudo mostrou a
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histomorformetria inical do grupo controle, e nao radiado, entdo normal. Os
resultados foram de espessura intimal variando 0,038 + 0,020 mm, espessura da

camada média de 0,217 + 0,041 mm e espessura intima média de 0,193 + 0,131.

Quando analisadas carétidas em humanos, valores acima de 0,8 mm de
relagdo meédio-intimal indicam espessamento precoce, ndo necessariamente com
presenca de placa aterosclerdtica (ENGELHORN et al, 2006).

Zanchetti et al (1998) relatam que as artérias cardtidas e subclavias s&o
artérias elasticas, com um componente muscular muito pequeno e predominio da
camada intima. Em contraste, nas artérias periféricas como a artéria femoral,
observa-se predominio da camada muscular média. Portanto a EMI nas carétidas e
subclavias representariam principalmente o espessamento intimal, o que esta
relacionado com a doenga aterosclerética. O EMI da artérias carétida superior a 1,3

mm ja é considerado placa aterosclerotica.

Contran; Kumar e Collins (2000) relatam um grupo de artérias ditas elasticas
ou de grande calibre, incluindo aorta e seus grandes ramos, particularmente
troncobraquiocefaico, subclavia, carétida comum e iliaca e artérias pulmonares.
Dessa maneira o presente estudo realizado em aortas pode ser enquadrado nos

critérios de analise para carétidas.

Varios estudos apontam uma falta de critério no calculo da espessura intima-
meédia no tocante a inclusdo ou n&o da placa de ateroma neste. De acordo com o
Mennhein Intima-media thickness Consensus de 2004-2006 foi proposto que: é
considerada placa aterosclerdtica como qualquer alteracéo focal que protrui para luz
arterial em pelo menos 0,5 mm ou 50% do valor adjacente da espessura intima-
média ou ainda uma medida de EIM maior que 1,5 mm (TOUBOUL et al, 2007).
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Os valores encontrados para aorta toracica adequa-se em todas as
proposi¢des para doenca aterosclerotica, estando com um valor médio de 1, 54 mm
de EIM. No que tange a crossa da aorta e aorta abdominal, os valores médias foram
inferiores a 1,5mm ficando em 1,35 mm e 0,93mm respectivamente, mesmo assim

adequando-se ao valores de 0,8mm de predi¢cao de espessamento precoce.

Dessa forma, é valido ressaltar que a espessura intima-média reflete ndo
apenas aterosclerose mas também um alargamento n&o aterosclerético
compensatoério, anterior a formacao de placas, as custas de hipertrofia de intima ou

mesmo medial.

A maioria dos estudos que utilizam US para medir EIM usam como escolha a
artéria cardtida. O ponto primordial para essa escolha esta no acesso dificil pelo
probe ultrassonografico a aorta principalmente em sua por¢gdo abdominal. Os
segmentos da parede arterial devem ser acessados de uma visdo longitudinal e
perpendicular ao feixe de ultra-som, com ambas as paredes claramente visualizadas
a fim de alcancar as medicbes de espessura. A incidéncia lateral do probe é
recomendada por oferecer melhor visdo do campo medial, onde a resolugao é
conhecidamente melhor do que nos campos mais proximos ou distantes (TOUBOUL
et al, 2007).

Bortel (2005) relata que a espessura intima-média da artéria carétida nao é
constante. Ela esta continuamente mudando durante o cilco cardiaco, ela diminui
durante a sistole devido maior didmetro do vaso e aumenta durante a diastole. E
sabido, no entanto que as regides aos arredores de bifurcagdes a EIM é constante,
embora a compressibilidade da intima-média devido maior pressao na sistole, ainda

nao tenha sido estudada tao bem.
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6. CONCLUSOES

O modelo experimental apresentado mostrou-se eficaz, com alteracbes
estatisticamente significantes no que diz respeito ao CT, fragcdo LDL-c e TG. A
fracdo HDL-c, como ja era esperado, ndo sofreu modificagdes estatisticamente
significantes, configurando-se laboratorialmente como um modelo satisfatorio de
inducédo a 0,5% e manutencdo a 0,1% de hipercolesterolemia em coelhos da raca

Nova Zelandia.

Quando analisadas as artérias aorta macroscopicamente, foram observadas e
quantificadas extensas areas sudanofilicas, correspondentes a formacdes de placas

ateroscleroéticas.

Microscopicamente, observou-se aumento na relagao intima-média, as custas
de espessamento intimal incluindo-se em todos os parametros conhecidos para
doenca aterosclerdtica, principalmente evidenciando-se em por¢ado toracica da

artéria adrtica, muito embora nado tenha sido estatisticamente significante.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE PESQUISA

MODELO EXPERIMENTAL DE INDUGAO E MANUTENGAO DE
HIPERCOLESTEROLEMIA, COM FORMAGAO DE PLACAS
ATEROSCLEROTICAS EM AORTA DE COELHOS

Animal:

Perfil Lipidico
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Basal

Inducgéao

Manutencéao

Colesterol Total

LDL-c

HDL-c

Triglicerideos

Macroscopia:
Descricao:

Area sudanofilica:

Microscopia:

Descricéao:

Relagado intima-média:
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ANEXO A
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS
DE EXPERIMENTACAODA |
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PARECER MED02/2006

S

Projeto: Efeitos do agaf no perfil lipidico em coethos hipercolesterolémicos
Coordenader: Prof. Dr. Francisco Antonio Helfstein Fonseca

Area Temdtica: Medicina

Vigéncia: 05/2006 a 05/2010

Nono CEPAE-UFPA: MED$02/2006

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com
Animais de Experimentagfo da Universidade Federal do Paré (CEPAE). O tema eleito para
a investigagdo e de alto teor cientifico justificando a utilizagdo do modelo animal proposto.
Os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para
tratamento e manipulagfio de animais de experimentagdo. Portanto, o CEPAE, através de
seu presidente, no uso das atribvigdes delegadas pela portaria No 1568/2005 do Reitor da
Universidade Federal do Pard, rtesolve APROVAR a utilizagio de animais de
experimentagiio nas atividades do projeto em questdo, no periodo de vi géncia estabelecido.

As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagdo

e, £ ﬁ/

Presidente do Comité de Etica Em Pesquisa
Com Animais de Experimentacfio da Universidade
Federal do Para

deste comité.



