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MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DO ARCO AORTICO DE COELHOS COM
ATEROMA INDUZIDO E TRATADOS COM RESVERATROL, COMO
MODELO EXPERIMENTAL NA PREVENCAO DA ATEROSCLEROSE. L.
PERFIL LIPiDICO SERICO

RESUMO - Aterosclerose € um condicéo inflamatéria fibro-proliferativa
cronica associada a producdao de espécies oxidantes. O composto fendlico
resveratrol encontrado principalmente na uva e no vinho tinto, parece ter
atividades cardioprotetoras previnindo a oxidagao de lipoproteinas de baixa
densidade. Neste estudo investigou-se o efeito do resveratrol na prevencao da
ateromatose induzida por meio de estudos morfolégicos e morfométricos do
arco aortico, bem como observacao do perfil bioquimico sérico de HDL, LDL,
triglicerideos e colesterol total. Para tanto, foram utilizados 20 coelhos divididos
em quatro grupos o0s quais receberam as seguintes dietas durante 60 dias:
grupo controle (CT) racdo normal; grupo resveratrol (R) racao normal e
resveratrol na dose de 3 mg/Kg/dia; grupo colesterol (CL) racao acrescida de
1,5% de colesterol; grupo (CR) tratado com ragdo acrescida de 1,5% de
colesterol e administracdo simultanea de resveratrol na dose de 3mg/Kg/dia.
Na analise morfologica o0s animais do grupo CT e R n&o apresentaram
alteracbes nas tunicas intima, média e adventicia. Os animais do grupo CL
apresentaram lesdes aterosclerdticas com espessamento da intima e invaséo
da média. Os animais do grupo CR também apresentaram lesdes invadindo a
intima e média porém estas encontravam-se mais organizadas. O estudo
morfométrico revelou maior espessamento da intima no grupo CL, na camada
média nao foi observado diferenca entre os grupos CL e CR. A avaliacao do
perfil lipidico dos animais dos grupos CL e CR revelou valores aumentados
porém sem diferenca entre estes grupos. Houve diferenga quando comparados
com 0s grupos que receberam uma dieta normal. Em conclusédo este estudo
segere que o resveratrol atua como agente preventivo no desenvolvimento da
lesao aterosclerotica porém nao altera o perfil lipoproteico.

Palavras-chave: arco aértico, aterosclerose, coelho, morfologia, morfometria,

resveratrol
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MORPHOLOGY AND MORPHOMETRY OF THE RABBITS AORTIC ARCH
WITH ATHEROMA LESIONS INDUCED TREATED WITH RESVERATROL.
AN EXPERIMENTAL MODEL TO ATHEROSCLEROSIS PREVENTION. I.
SERUM LIPID LEVELS

SUMMARY: Atherosclerosis is a chronic fibro proliferative inflammatory
disease associate to the production of reactive oxygen species. Resveratrol, a
phenolic compound present in red wine and grape seems to prevent
cardiovascular diseases by protecting low density lipoprotein from oxidation.
The present study tested wheter resveratrol would provide any benefit in the
prevention of induced atheroma lesions through morphologic, morphometric
studies in the aortic arch and HDL, LDL, total cholesterol and triglyceride lipid
levels. A total of 20 rabbits were divided into 4 groups during 60 days: group
CT was given normal diet, group R normal diet with resveratrol at a dose of 3
mg/Kg/day, group CL normal diet supplemented with 1,5% cholesterol, group
CR normal diet supplemented with 1,5% cholesterol with resveratrol at a dose
of 3 mg/Kg/day. Morphologic analysis of the rabbit group CT and R didn’t show
lesion in intima, media and adventitia tunicas in the aortic arch. Rabbits fed with
a hypercholesterolemic diet show atherosclerotic lesions with thickness of
intima and invasion of the media. Severity of atherosclerosis lesions was
significantly reduced in group CR and lesions were more organized, and media
was also affected. Morphometry study revealed that the intima of aortic arch in
CL animals was thickner than CR animals. The media didn’t show difference
between CL and CR groups. Lipid measurements of hypercholesterolemic
rabbits showed a significant increase in serum levels but there weren't
differences between CL and CR group, there were differences when compared
to those fed a regular diet. To conclude, this study suggests that resveratrol
could exet cardioprotective effect on the atherosclerotic lesions development
without affecting serum lipid levels.

Key words: aortic arch, atherosclerosis, morphology, morphometry, rabbit,

resveratrol



1 INTRODUGAO

As doencas cardiovasculares atualmente, sdo as principais causas de
morbidade e mortalidade, sendo o problema de saude mais importante entre a
populacdo adulta em paises desenvolvidos. Existe uma grande variagcdo em sua
incidéncia e taxas de mortalidade, sendo a area do Mediterraneo, a que apresenta
taxas mais baixa do mundo. A Organizacdo Mundial de Saude prevé que a
prosperidade econdmica global possa levar ao alastramento do problema aos paises
em desenvolvimento, nos caso destes adquirirem os habitos ocidentais (PEREZ et
al., 1998).

A aterosclerose € a condicdo patoldégica que antecede a maior parte dos
episdédios cardiovasculares, nomeados infartos do miocardio e acidentes vasculares
cerebrais (COTRAN & SCHOEN, 2000). O tratamento profilatico da aterosclerose
ainda é ineficaz devido a incompleta compreensao do fenémeno aterogénico, o que
ressalta a importancia do estudo fisiopatoldgico da lesdo ateromatosa.

Resveratrol € um antioxidante utilizado amplamente na dieta do Mediterraneo
que tem atraido consideravel atencdo como agente terapéutico. Observa-se
mediante algumas evidéncias in-vitro e in-vivo, intervengdes controladas e estudos
em modelos animais demonstraram que o consumo de antioxidantes previne a
progressao da aterosclerose.

Este estudo visou avaliar a efeito do resveratrol como agente terapéutico na
prevencdo das lesdes ateroscleréticas induzidas em coelhos, modelo experimental
para o desenvolvimento da aterosclerose em razdo da sua capacidade em
desenvolver rapidamente colesterolemia quando alimentados com dieta
hipercolesterolémica (THRALL, 2007), por meio de estudos morfolégicos e
morfométricos, das tunicas intima, média e adventicia na regido do arco adrtico
(post-mortem), bem como observar o perfil bioquimico sérico de lipoproteinas, (in-
vivo), durante o periodo experimental. Desta forma os resultados qualitativos e
quantitativos desta pesquisa poderdao ser uteis ndo somente para a Medicina
Humana como também para a Medicina Veterinaria, ja que algumas ragas de caes e
gatos sao susceptiveis a hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia primaria podendo

consequentemente desenvolver a aterosclerose



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Resveratrol

A grande procura da humanidade por meios que favoregam uma vida
saudavel tem impulsionado as pesquisas por novas substancias capazes de
satisfazer tais necessidades. Um importante composto polifenélico é o resveratrol,
primeiramente isolado de raizes da planta Polygunum cuspidatum (Kojo-kon)
utilizada amplamente na medicina popular no oriente, sua ocorréncia também é vista
em algumas arvores incluindo o eucalipto, em algumas flores como o Veratrum
grandiflorum e Veratrum formosanum, em amendoins, amoras e também esta
presente em uvas (Vitis vinifera e Vitis labrusca) (PERVAIZ, 2003). O resveratrol (3,
4, 5 trihidroxiestilbeno) é uma fitoalexina de ocorréncia natural na uva, sintetizado
na casca como resposta ao estresse causado por ataque fangico (Botrytis cinerea,
Plasmopora vitcula), dano mecanico ou por irradiacdo de luz ultravioleta sob duas
formas isdmeras: trans-resveratrol (trans-3, 4', 5 trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (
3, &', 5 ftrihidroxiestilbeno). O isémero trans-resveratrol € convertido para cis-
resveratrol em presenca da luz visivel (SAUTTER et al., 2005). A sintese do
resveratrol € alta antes da planta atingir a maturidade, altas quantidades também
podem ser observadas em areas saudaveis ao redor de areas infectadas pelo fungo,
limitando assim seu desenvolvimento. O processo de sintese de resveratrol tanto
pela exposicao a luz solar como pelo ataque fungico é dado gragas a acao de uma
enzima terminal na biossintese do resveratrol a estilbeno sintetase (PERVAIZ,
2003).

A estrutura quimica do resveratrol tem similaridade com o estrégeno sintético
dietiletilbestrol, dois anéis fendlicos estdo ligados por uma dupla ponte estireno para
gerar o 3, &', 5 trihidroxiestilboeno. O trans- resveratrol € comercialmente disponivel e
é relativamente estavel se for protegido de pH alto e luz (SOLEAS et al.,1997).

O glucosideo de resveratrol pode ser absorvido pelo intestino delgado, assim
como os glucosideos de flavondides os sdao (FREMONT, 2000). Em humanos apdés a
sua absorcao o resveratrol € metabolizado por enzimas no figado, possui meia-vida

plasmatica de 8-14 minutos. A excregéao ¢ feita pela urina (WALLE et al.,2004).



Em numerosos estudos existentes vém sendo utilizando uma ampla variacdo de
doses do resveratrol, onde € sugerido que o seu efeito biolégico pode variar
dependendo do tipo de célula e do tipo de tecido (ATHAR et al., 2007).

Estudos epidemiologicos sobre a dieta do Mediterraneo sugerem que o
moderado consumo de vinho € benéfico para doencas cardiacas e alguns tipos de
cancer. O uso medicinal do vinho pelo homem tem sido uma préatica que data mais
de 2.000 anos. Importantes civilizagdes do mundo ocidental como os egipcios, 0s
gregos e 0os romanos, e do mundo oriental como os hindus, fizeram uso do vinho
tinto como um remédio para o corpo e para a alma. Médicos eminentes da
antiguidade como Hipdcrates, Galeno e Celsius exaltavam as propriedades
medicinais do vinho e adiantaram uma interpretacao razoavelmente correta dos seus
mecanismos de acao (JOHNSON, 1989).

Dos componentes derivados do vinho, um grupo de maior interesse sdo os
polifendis, compostos presentes na natureza, cuja estrutura quimica os torna
potentes antioxidantes, pois doam hidrogénio ou elétrons e captam radicais livres,
impedindo o processo oxidativo (SAN JUAN, 2002). Como composto fendlico, o
resveratrol contribui com potencial antioxidante e desenvolve um papel importante

na prevencao de doengas cardiovasculares em humanos.

2.2 Formagéo de radicais livres

Mesmo em situagbes normais, a produgdo de componentes para o
fornecimento de energia para os processos bioquimicos, biofisicos e fungdes
mecanicas do corpo esta gerando intermediarios reativos de oxigénio (ROI) como o
superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H20.) radical hidroxila (OH), também os
oxidos de nitrogénio, 6xido nitrico (ON) e diéxido nitrico (NO,). O 6xido nitrico tem
especial importancia por ser sintetizado nas células endoteliais possuindo fungdes
de dilatagdo vascular. Quando o éxido nitrico reage com o superoxido produz o
peroxinitrito (ONOO’) com um grande poder antioxidante. Os metais de transicao
quando possuem um ou mais elétrons nao pareados sao definidos como radicais
livres. O excessivo acumulo de (ROI) é controlado pelas defesas antioxidantes
enddgenos (enzimas antioxidantes, glutationa (GSH), superéxido dismutase (SOD),



catalase, albumina, transferrina, ceruloplasmina, haptaglobulina, hemopexina, acido
arico, bilirrubina, albumina) e exdgeno através da dieta vitamina E e C, carotendides,
selénio e os compostos fendlicos (HALIWELL & GUTTERIDGE, 1999). Uma
incapacidade celular em conter a produgdo ou mesmo remocao destes ROI resulta
em um acumulo anormal, o chamado estresse oxidativo. A exposicao de
macromoléculas como lipideos; principalmente lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), proteinas e acidos nucléicos aos ROI resultam em modificacées oxidativas
com potenciais deletéricos (HALIWELL & GUTTERIDGE, 1999). A producdo de
radicais livres aumenta frente as agressbes como infecgdes, exercicio fisico
extremo, dietas desequilibradas, contaminantes ambientais entre outros (CROSS et
al., 1987).

Os radicais livres sao capazes de causar: perturbagdbes em funcbes de
membrana (permeabilidade, enzimas e receptores), modificacdo de lipoproteinas de
baixa densidade, modificacdes na funcdo de macréfagos, modulacdo da resposta
imune e a expressao génica (KINSELLA et al., 1993).

Os compostos fendlicos estabilizam os radicais livres ao ceder um hidrogénio
de seu grupo hidroxila, formando-se uma ponte de hidrogénio. O grau de atividade
dos compostos fendlicos e de outros antioxidantes esta relacionado com o numero

de grupos hidroxila que possuem em sua molécula (RICE-EVANS et al., 1996).

2.3 Metabolismo das lipoproteinas

Os lipideos por serem parcialmente insoliveis no meio aquoso, sao
transportados no organismo sob a forma de particulas denominadas lipoproteinas,
que sao formadas por uma capa hidrofilica constituida por fosfolipideos, colesterol
livre e proteinas, envolvendo um nucleo hidrofébico que contém triglicerideos e
colesterol esterificado. As proteinas sdo denominadas apolipoproteinas ou
apoproteinas (apo). Estas, além de sua funcdo estrutural, interagem como
receptores de membrana celular e/ou atuam como co-fatores enzimaticos (SOUZA
et al., 1996)

As fontes de lipideos no organismo sdo a sintese interna (endégena) ou
exogena (alimentagéo).



O Ciclo ex6geno tem inicio com a absorgdo do material lipidico proveniente
da alimentacao e sua incorporacao nos quilomicrons (Qm) sintetizados pelas células
intestinais. Caracterizam-se por transportar o colesterol da dieta e ser ricos em
triglicerideos (TG), tendo como apolipoproteina fundamental a B-48. Os Qm entram
na circulagao linfatica e ganham a corrente sanguinea pelo ducto toraxico, podendo
receber diferentes apos (A, C e E) de outras lipoproteinas. Nos capilares, os Qm
entram em contato com a enzima lipase lipoprotéica (LLP) que, ativada pela apo C-
I, hidrolisa os TG, retira os acidos graxos e torna-os particulas de menor tamanho
(remanescentes de quilomicrons: R-Qm). Os R-Qm s&o removidos da circulacao
pelos receptores localizados nas células hepaticas, sendo entdo metabolizados. A
enzima LLP é, particularmente, ativa no endotélio capilar. (SOUZA et al., 1996;
GUYTON & HALL, 2002).

O Ciclo enddgeno tem inicio com a sintese hepatica das lipoproteinas de
muito baixa densidade (VLDL), as quais contém principalmente TG e as apos B-100,
E e C. Na circulacao capilar, as VLDL entram em contato com a LLP, dando origem
ao remanescentes de VLDL (R-VLDL) ou lipoproteinas de densidade intermediaria
(IDL). Estas particulas seguem dois caminhos: cerca de dois tergos das IDL podem
ser captados no figado, pelos receptores de apo B/E e degradados em seus
componentes. O terco restante sofre agdo da lipase hepatica, principalmente no
figado, formando as LDL. Tanto as LDL como as IDL s&o retiradas da circulagéo
pelos receptores celulares B/E, existentes principalmente no figado. Vale salientar
que as LDL sdo as principais carreadoras de colesterol para os tecidos periféricos
em humanos, em cées e gatos a maior parte do colesterol é transportado pelas
lipoproteinas de alta densidade (HDL), motivo este que faz com que a hiperlipidemia
seja uma situagdo pouco freqlente nestas espécies. Uma vez no interior das
células, as LDL sao fragmentadas, liberando colesterol e aminoacidos (SOUZA et
al.1996; ZICKER et al., 2000; GUYTON & HALL, 2002).

Parte do material liberado pela acdo da LLP sobre os Qm e as VLDL é
utilizado na formacao de outra lipoproteina: HDL. As particulas de HDL (sintetizadas
no intestino e no figado) tém como componentes principais a apo A-l (adquirida
principalmente no figado) e os fosfolipideos. As HDL tém grande importancia no
transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o figado (transporte reverso de



colesterol). As HDL captam colesterol ndo esterificado dos tecidos periféricos pela
acao da enzima lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT), as HDL entdo levam o
colesterol para o figado por duas vias: diretamente e transferindo os ésteres de
colesterol para outras lipoproteinas (principalmente as VLDL), pela agcdo de uma
proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP). O cdo ndo apresenta esta
proteina explicando assim o motivo pelo qual o colesterol permanece ligado a
lipoproteina HDL. Provavelmente nesta espécie, o transporte reverso de colesterol €
efetuado por um receptor hepatico para HDL. Uma vez no figado, o colesterol
proveniente dos tecidos pode ser reaproveitado, participando de outras vias
metabdlicas, ou excretado na bile, principal via de eliminagdo, com reabsor¢cédo de
cerca de dois tercos do mesmo, ciclo éntero-hepatico (SOUZA et al., 1996; ZICKER
et al., 2000; GUYTON & HALL, 2002).

2.4 Aterosclerose

A aterosclerose caracteriza-se por lesées na tunica intima, denominadas
ateromas ou placas fibrogordurosas, que fazem protrusdo na luz, enfraquecem a
tunica média subjacente levando a uma série de complicagdes (DUQUE, 1998).

Em humanos, as artérias sofrem mudangas progressivas e graduais do
nascimento até a morte, e € dificil estabelecer onde o0s processos normais do
envelhecimento terminam e onde os processos patoldgicos iniciam, pois cada artéria
exibe seu proprio padrao de envelhecimento. Acredita-se que o0 espessamento
uniforme da intima é um fendmeno normal do envelhecimento (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

As placas ateroscleréticas possuem trés componentes principais: (1) células,
incluindo células musculares lisas, macrofagos e outros leucécitos; (2) matriz
extracelular do tecido conjuntivo, incluindo colageno, fibras elasticas e
proteoglicanas e (3) depdsitos lipidicos intracelulares e extracelulares. Os ateromas
tipicos contém uma quantidade relativamente abundante de lipidios. Entretanto,
muitas das denominadas placas fibrosas sdo compostas principalmente de células
musculares lisas e tecido fibroso (COTRAN & SCHOEN, 2000).



STARY et al. (1994) classificam histologicamente as lesGes ateroscleroticas
indicando a sequéncia da progressao de | a VI. A lesao tipo | (inicial), contém
quantidades suficientes de LDL para provocar um aumento na quantidade de
macro6fagos. A lesdo do tipo Il contém camadas de macréfagos espumosos e células
musculares lisas com lipideos no seu interior, classificadas também como “estria
gordurosa” . A leséo do tipo Ill € um estagio intermediario entre o tipo [l e 0 IV e
caracteriza-se pela quantidade de gotas lipidicas que causam disrupcao das células
musculares lisas da intima. Estes lipideos extracelulares sdo os precursores para a
formacao do “nucleo lipidico” maior que caracteriza a lesao tipo IV.

Os vasos mais intensamente afetados, em ordem decrescente sdo: aorta
abdominal, artérias coronarias, artérias popliteas, aorta toraxica, carétidas interna e
os vasos do poligono de Willis (COTRAN & SCHOEN, 2000).

O coelho foi a primeira espécie animal onde se realizou pesquisas sobre
aterosclerose. Esta espécie assemelha-se em diversos aspectos ao metabolismo
lipidico dos humanos e também desenvolve lesbtes aterosclerdticas avangadas,
quando submetidos a dietas com altos niveis de colesterol, geralmente associadas a
formacao de lesdes no arco aortico e aorta toraxica mais do que na aorta abdominal
(MOGHADASIAN, 2002).

2.4.1 Aspectos histolégicos normais das artérias

Todos o0s vasos sanguineos acima de certo didmetro tém varias
caracteristicas estruturais em comum e apresentam um plano geral de construcéo.
Entretanto, 0 mesmo tipo de vaso apresenta variacées estruturais notaveis ao longo
de seu percurso. Desta maneira, a distingdo entre os tipos diferentes de vasos nem
sempre € muito clara, uma vez que a transicdo de um tipo de vaso para outro se faz
de maneira gradual (JUNQUEIRA & CARNEIRO,2004; JUNQUEIRA, 2005).

As artérias, como os demais vasos sanguineos, sdo normalmente compostas
de trés camadas ou tunicas, a saber: tunica intima, média e adventicia.

A tunica intima apresenta uma camada de células endoteliais apoiada em
uma camada de tecido conjuntivo frouxo, camada subendotelial, a qual pode conter,

ocasionalmente, células musculares lisas. Em artérias, a tunica intima esta separada



da média por uma lamina elastica interna, a qual é o componente mais externo da
intima. Esta lamina composta principalmente de elastina, possui aberturas
(fenestras) que permitem a difusdo de substancias para nutrir células situadas mais
profundamente na parede do vaso. Como resultado da auséncia de pressao
sanguinea e da contragdo do vaso por ocasido da morte, a lamina elastica interna
das artérias geralmente apresenta um aspecto ondulado nos cortes histoldgicos. A
tunica média é constituida principalmente por camadas concéntricas de células
musculares lisas organizadas helicoidalmente. Interpostas entre as células
musculares lisas existem quantidades variaveis de fibras e lamelas elasticas, fibras
reticulares (coldgeno do tipo Ill), proteoglicanas e glicoproteinas. As células
musculares lisas sdo as responsaveis pela producao destas moléculas da matriz
extracelular. Em artérias, a tunica média possui uma lamina elastica externa mais
delgada que separa esta da tunica adventicia. A tunica adventicia consiste
principalmente em colageno do tipo | e fibras elasticas. A tunica adventicia torna-se
gradualmente continua com o tecido conjuntivo do 6rgao pelo qual o vaso sanguineo
esta passando. Nesta tunica também s&o encontrados capilares linfaticos, vasa
vasorum (vasos dos vasos), e nervos, podendo estas estruturas penetrar até a
porcdo mais externa da média (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; JUNQUEIRA,
2005).

A aorta origina-se no ventriculo esquerdo e ascende ao lado direito do tronco
pulmonar craniodorsalmente, aorta ascendente, formando assim, o arco aoértico no
qual o pericardio se reflete. A aorta ascendente cranial para os mamiferos
domeésticos alcanca em seu curso a coluna vertebral ao nivel de 62 vértebra toracica,
prosseguindo como aorta descendente caudal. Na cavidade toracica, torna-se aorta
toracica, e, na cavidade abdominal, € denominada aorta abdominal. Sua divisao final
ocorre ao nivel da Gltima vértebra lombar (KONIG & LIEBICH, 2004). O coracéo, a
por¢ao inicial da aorta, tronco pulmonar e 0 segmento terminal da veia cava e veia
pulmonar, sdo envoltos pelo pericardio. O pericardio é formado por trés camadas: a
pleura pericardica, o pericardio fibroso e a lamina parietal do pericardio seroso. A
lamina parietal € a lamina mais interna do pericardio, envolvendo assim os grandes
vasos, sendo constituida por uma camada de tecido conectivo, fibras elasticas e
mesotélio (NICKEL et al., 1981).



2.4.2 Elementos do processo aterogénico

2.4.2.1 Endotélio

O endotélio vascular desempenha um importante papel na patogénese da
aterosclerose. A manutencdo da integridade estrutural e funcional do endotélio
envolve sintese e secrecdo de fatores vasodilatadores como o 6éxido nitrico,
bradicinina, prostaciclinas e fatores vasoconstritores como a endotelina (ET),
tromboxano e angiotensina Il (VANE et al., 1990; VOGEL, 1997).

O endotélio também expressa proteinas de membrana que atuam como
moléculas de adesao para receptores especificos de mondécitos e linfocitos T. Estas
moléculas sdo chamadas de selectinas como a E e P e proteinas pertencentes a
familia das imunoglobulinas como molécula de adesao vascular 1 (VCAM-1) e as
moléculas 1, 2 e 3 de adeséo intercelular (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3). O endotélio
ativado por agentes inflamatérios expressa maior quantidade de moléculas de
adesdo e substancias quimiotraentes o que facilita a adesdo e migracao de
mondcitos (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2001; COLOMER, 2003).

A ativacdo endotelial é considerada como processo critico na patogenia das
doencas vasculares, visto que é induzida por estimulos que, reconhecidamente,
contribuem para a lesdo vascular, resultando em respostas que influenciam o inicio
e evolucdo das lesdes vasculares. Os indutores da ativacdo endotelial incluem
citocinas e produtos bacterianos, que causam lesao inflamatéria e choque séptico;
estresses hemodindmicos e produtos lipidicos como LDL oxidada e colesterol,
criticos para a patogenia da aterosclerose; produtos terminais da glicosilacdo
avangada (importantes no diabetes), bem como virus, componentes do
complemento e hipdxia. Por sua vez, as células endoteliais ativadas elaboram
moléculas de adesdo, outras citocinas e quimiocinas, fatores de crescimento,
moléculas vasoativas que resultam em vasoconstricdo ou em vasodilatacao,
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), pré-coagulantes e
anticoagulantes, bem como uma variedade de outros produtos génicos com
atividade biolégica. Uma via que parece mediar a expressdao de muitos genes
durante a ativacao endotelial € o fator de transcricao, o fator nuclear kKB (NF- kRB)



10

sistema kB de fatores transcricionais. Varios dos ativadores das células endoteliais
possuem em comum a capacidade de provocar estresse oxidativo, que ativa a via
NF-kB (COTRAN & SCHOEN, 2000).

2.4.2.2 Células musculares lisas

Como elemento celular predominante da média vascular, as células
musculares lisas constituem um importante elemento ndo apenas no processo de
reparo vascular normal, como também nos processos patoldégicos como a
aterosclerose. A atividade migratéria e proliferativa das células musculares lisas €
fisiologicamente regulada por promotores e inibidores do crescimento. O endotélio
intacto produz substancias que inibem a proliferacdo das células musculares lisas
(CML) sulfatos de heparan, éxido nitrico/fator de relaxamento derivado do endotélio
(NO/EDREF), interferon-y (IFN- y) , prostaglandina E2 e fator de crescimento de
transformacao B (TGF- B); e fatores que também inibem a agregacao plaquetéaria
(ON, prostaciclina) (DUQUE, 1998; SCHNEIDER et al., 1997; COTRAN & SCHOEN,
2000).

Os promotores do crescimento de CML incluem o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), bem como das células endoteliais e macréfagos, e o
fator de crescimento dos fibroblastos basico (BFGF) e interleucina (IL) (COTRAN &
SCHOEN, 2000).

De modo geral alguns estimulos basicos podem ser observados de modo a
alteram o fendtipo das CMLs e contribuir para a hiperplasia da tunica intima como:
perda da tunica endotelial, estiramento mecanico da parede, agregacao plaquetaria
no endotélio lesado e liberacado de fatores de crescimento pelas plaquetas, atividade
mitogénica da trombina formada em trombos locais e reacdo inflamatéria . Com a
injuria endotelial ha suspensao das substancias inibidoras de CML o que facilitaria a
proliferacao ativa destas células levando a formacao da neointima (DUQUE, 1998).

As CML também sintetizam proteinas de matriz extracelular (colageno,
elastina e proteoglicanos) que sdo os principais componentes da capa fibrosa da
lesao aterosclerotica (MARTiNEZ-GONZALEZ et al., 2001; SCHNEIDER et al.,
1997)
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2.4.2.3 Tunica adventicia

Em lesdes avancadas onde ocorre grande acumulo de lipideos na intima
levando a ruptura e deformacdo desta tdnica, estes mesmos depdsitos podem
modificar a média e a adventicia subjacente (STARY et al., 1994)

2.4.2.4 Papel dos mondcitos/ macrofagos

Devido ao tipo de resposta inflamatéria fibro-proliferativa crénica do processo
aterosclerotico, os monécitos e linfécitos T tém um papel chave tanto na génese
quanto na progressao da lesdao . Os mondcitos circulantes aderem ao endotélio e
migram para a intima. O aumento da unido de mondcitos ao endotélio parece ser
devido a um aumento na expressao, por parte do endotélio ativado, de algumas das
moléculas de adesdo (citadas acima) que sado induzidas por agentes
proaterogénicos como as LDL oxidadas (LDLox) (KAWAMURA et al., 1994).

A ativagdo na intima para transformagdo dos monécitos a macréfagos €

estimulada pelas LDL modificadas, diferentes moléculas produzidas pelos linfocitos
T, células endoteliais e CML. Os linfécitos T produzem INF- y e fator alfa de necrose
tumoral (TNF-a) que ativam os mondcitos e também o fator estimulante de colénias
de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) que estabilizam os macréfagos e estimulam
sua proliferacao (ROSS, 1993).
Em lesdes ateroscleréticas avangadas e crénicas o macrofago também apresenta
papel ativo produzindo enzimas como as metaloproteases que degradam colageno e
proteoglicanos enfraquecendo a capa fibrosa da placa e contribuindo para sua
desestabilizacao e ruptura (SHAH et al., 1995).

2.4.2 Etiopatogenia da aterosclerose
Atualmente a hipétese mais aceita refere-se a consideracdo da aterosclerose

como o resultado de uma resposta inflamatéria da parede desencadeada por

diferentes formas de lesao.
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A hiperlipidemia € reconhecida como importante fator de risco para a
aterosclerose. A maioria das evidéncias implica especificamente na
hipercolesterolemia. A hipertrigliceridemia desempenha um papel menos importante,
porém seu efeito pode ser maior nas mulheres que nos homens. O principal
componente do colesterol sérico total, associado a um risco aumentado de doencas
cardiovasculares sdo as lipoproteinas de baixa densidade, LDL (COTRAN &
SCHOEN, 2000).

A hipercolesterolemia causa um aumento na aderéncia de mondécitos no
endotélio em suinos, coelhos, macacos e pombos (STARY et al., 1994)

O acumulo de LDL no espaco subendotelial parece ser um dos primeiros
episodios associados ao desenvolvimento das lesbées. As LDL retidas na parede
sofrem processos de oxidacdo, LDLox, gerando produtos com atividade
quimiotatica para mondcitos e CML. Os mondcitos atravessam o endotélio e se
diferenciam em macréfagos, estes ultimos possuem a capacidade de capturar essas
LDL modificadas em grandes quantidades e transformando-se em células
espumosas. Essas LDL modificadas ou oxidadas sao capturadas através dos
receptores scavenger (depurador) na membrana do macréfago. O acumulo de
células espumosas na intima leva a formagcdo da estria gordurosa (BROWN &
GOLDSTEIN, 1983).

As LDLs oxidadas também estimulam a secrecao pelos mastocitos de IL-1,
que é fator de crescimento para as células musculares lisas. Citocinas e outras
substéancias produzidas pelas células endoteliais, CML e linfocitos T também sao
produzidos, o resultado da interagdo destes fatores € uma resposta fibroproliferativa
que promove o desenvolvimento da estria gordurosa para a placa aterosclerética
completa (recoberta por tecido conjuntivo contendo macréfagos, CML, células
espumosas e linfécitos). O progressivo aumento da lesao fibrocelular faz a placa
abaular para a luz da artéria, porém, na auséncia de complicacdes (ruptura,
trombose) a superficie luminal permanece lisa, o perfil da luz muda pouco e séo
preservadas condicoes que garantem um fluxo sanguineo estavel. Com a
continuidade da progressao da fibrose e calcificacao distrofica, a placa aumenta de

volume e provoca abaulamento para fora da artéria, abaixo da placa, com o que a
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artéria se dilata mantendo a luz vascular eficiente mesmo na presenca de placas
intimais relativamente grandes (DUQUE, 1998; COTRAN & SCHOEN, 2000).

A complexa sequéncia de eventos que levam a formagcdo de uma placa
interage de diferentes maneiras e duragdo conforme o grau de exposi¢ao aos fatores
de risco e as caracteristicas do ambiente microanatémico estrutural e hemodindmico
da artéria lesada. As acoes de “remodelagem” que ocorrem na placa sdo especificas
do paciente e do segmento arterial comprometido. Algumas placas ficam estaveis,
outras progridem (e estenosam o vaso), outras sofrem complicagbes e outras até
mesmo regridem. Em muitas situagdes sao formadas novas placas sobre as placas
ja existentes. Como a maioria das trombo-oclusdes arteriais que geram isquemias
teciduais € derivada das complicacbes da placa ateromatosa, o estudo da
estabilidade e instabilidade da placa é fundamental no diagnéstico, prognéstico e

terapéutica da aterosclerose clinica (DUQUE ,1998).

2.4.4 Hipotese oxidativa da aterosclerose

A teoria oxidativa descreve que a LDL quando excessivamente oxidada
promoveria a aterosclerose, pois a LDL nativa nao € patogénica. Desde que foram
descobertos lipideos oxidados na estria gordurosa e experimentos com
antioxidantes demonstraram reduzir a formacao de lesbes, foi visto que estes
lipideos desempenham um importante papel na aterogénese (CHEMELLO &
GUERRA, 2003).

No plasma, a LDL encontra-se relativamente protegido da oxidagdo pelos
antioxidantes plasmaticos como as vitaminas C e E, beta-caroteno e também dos
antioxidantes contidos nas préprias particulas de lipoproteinas, como o alfa-tocoferol
(vitamina E) (CHEMELLO & GUERRA, 2003).

O fluxo de moléculas de LDL nativas , normais, através do endotélio é
estabelecido mediante um processo de transocitose que estda mediado por receptor
especifico apo B100. As particulas de LDL sédo altamente susceptiveis a lesdo
oxidativa. A hipercolesterolemia favorece a penetracdo e a retencdo das LDL na
intima por proteoglicanos e glucosaminoglicanos, o que favorece os processos de
modificacdes proteoliticos e oxidativos. A ligacdo de mondcitos as células endoteliais
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€ um evento que ocorre precocemente no desenvolvimento das placas
ateroscleroticas e € potencializado por altas concentracbes de LDL nativa como
também pequenas quantidades de LDL-mm (PRITCHARD et al., 1991).

Primeiramente geram-se LDL chamadas de minimamente modificadas
(LDLmm) que apresentam um grau de oxidacao relativamente baixo, mas possuem
capacidade de ativar o endotélio por estimular a producao de proteinas quimiotaticas
de monécitos (MCP-1) e proteinas que promovem a diferenciacao e proliferacéo de
monocitos em macrofagos no espago subendotelial (M-CSF) e também pela maior
capacidade de induzir adesdao de mondcitos do que as LDL nativas. O mondécito
ativado libera uma enzima, a mieloperoxidase que também pode estar implicada na
oxidacao da LDL e proteinas. Presume-se que a peroxidagao inicie pelos acidos
graxos poliinsaturados dos fosfolipideos de superficie da LDL e se propague aos
lipidios do nucleo (resultando em modificagdes oxidativas dos acidos graxos
poliinsaturados, do colesterol e dos fosfolipideos). Em etapa mais avancada, a
peroxidacao de lipideos atinge e degrada a fracao protéica, apo B, da LDL. Estas
modificacdes resultam em alteracdes conformacionais e alteracoes de carga elétrica,
resultando numa proteina de carga negativa aumentada. O aumento na carga
negativa da apo B faz com que as LDL ndo sejam mais reconhecidas pelos seus
receptores normais passando a ser reconhecida pelo receptor scavenger dos
macréfagos, levando a acumulacdo descontrolada de LDL por estas células e a
consequente formacao de células espumosas. Os “macréfagos ativados” também
produzem maiores quantidades de espécies reativas de oxigénio levando a um
maior estresse oxidativo (PARHAMI et al.,1993; COLOME et al., 2000;
DAUGHERTY et al., 1994; CHEMELLO & GUERRA, 2003; DUQUE, 1998).

Essas LDLs modificadas por oxidagdo, desencadeiam uma resposta
imunoldgica local de carater inflamatério. As células musculares lisas da tunica
média, ativadas por citocinas e fatores de crescimento liberados nas lesées, migram
da intima atraidas por fatores quimiotaticos e proliferam contribuindo assim para a
evolucdo das lesées (MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2001).

Dentre as propriedades fisiopatolégicas das LDL oxidadas pode-se citar as
seguintes: promovem agregacao plaquetaria e formacédo de trombos; estimulam a

expressdao de moléculas de adesdo em células endoteliais; promovem a



15

diferenciacdo de mondcitos a macréfagos; promovem apoptose nas células
endoteliais e alteram a producdo de Oxido nitrico pelas mesmas; estimulam a
proliferacdo de células musculares lisas e ainda modulam a ativagdo de fatores de
transcricdo, como o fator nuclear NF- kB, que regula os genes envolvidos no
processo aterosclerético: TNF-a, interleucinas (1,6,8) e fatores estimuladores de
formacdo de coldénias monécito/macrofago (G-CSF, M-CSF, GM-CSF) (DUQUE,
1998; COTRAN & SCHOEN, 2000).

Os eventos explicados acima estdo ilustrados na figura 1.
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Figura 1. Mecanismos celulares e moleculares que
dao origem ao inicio e progressédo da aterosclerose
MARTINEZ-GONZALEZ et al., (2001).

2.4.5 Fatores de risco associados a aterosclerose

Nos humanos citam-se como o0s mais importantes a hiperlipidemia,
tabagismo, hipertensdo arterial, obesidade e sedentarismo, diabetes, fatores
hemodinamicos, homocisteina, idade avancada, sexo masculino, mulher na poés-
menopausa, historia pessoal de enfermidade cardiovascular e hiperlipidemias de
ordem genéticas (COTRAN & SCHOEN, 2000). Ja nos caes observa-se o
aparecimento da aterosclerose de origem genética, principalmente nas racgas
Schnauzer miniatura, Brittany spaniel e até mesmo em alguns caes sem raca

definida, ou como consequiéncia de outras doengas como o hipotiroidismo, diabetes,
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pancreatite, sindrome nefrética, hepatopatias, obesidade e mesmo em caes com
idade avancada (CASE et al.,1998; KAGAWA et al.; 1998; LOEB,1997).

2.5 Antioxidantes e Aterosclerose

Analisando a “teoria oxidativa da aterosclerose” observa-se que o0s
antioxidantes dietéticos vém atraindo consideravel atengcdo como agentes
preventivos e terapéuticos. InUmeros estudos in-vitro e in-vivo com modelos animais
mostram que o consumo de antioxidantes pode prevenir e retardar a progressao da
aterosclerose. Os compostos fendlicos constituem um dos grandes grupos de
antioxidantes e sdo uma parte integrante da dieta em humanos.

Como composto fendlico, o resveratrol contribui com potencial antioxidante e
desenvolve um papel importante na prevengcdo de doengas cardiovasculares em
humanos. Tem sido mostrado que o resveratrol inibe a oxidacao de lipoproteinas de
baixa densidade e a agregacao plaquetaria (FREMONT, 2000). Ainda, induz um
relaxamento vascular por mecanismos dependentes e independentes de Oxido
nitrico e inibe a expressdo endotelial de moléculas de adesdo e liberacdo de
citocinas dos linfocitos T (DA LUZ & COIMBRA, 2001). Também possui um efeito
inibidor na proliferacdo vascular de células musculares lisas (ARAIM et al., 2002).
KINSELLA et al., (1993) acreditam que os efeitos benéficos do vinho podem ser,
parcialmente, atribuidos aos compostos do grupo dos fendis, encontrados na uva e
no vinho, a saber: os flavondides (antocianinas, catequina, quercetina, etc) e os nao
flavondides (acidos fendlicos e taninos). O principal papel desses compostos €&
devido a acdo antioxidante prevenindo a formacao de radicais livres (perbxido e
hidroperoxido) e diminuindo a liberacdo de acido araquidbnico por macréfagos
estimulados. Os fendis podem agir como antioxidantes ativos, doando hidrogénio
aos radicais livres, e como preventivos, impedindo a peroxidagdo de lipidios e
inibindo enzimas oxidativas (fosfolipase A2, ciclooxigenase e lipoxigenase). Além
disso, os fendis podem atuar como protetores e regeneradores dos antioxidantes
primarios do organismo como o acido ascérbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E)
e o B - caroteno (vitamina A) (FUHRMAN & AVIRAM, 2001).
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3 OBJETIVOS

Este estudo visou avaliar a capacidade do resveratrol na prevencao da
ateromatose induzida em coelhos hipercolesterolémicos, por meio de estudos
morfoloégicos e morfométricos das tunicas intima, média e adventicia na regido do
arco aortico (post-mortem), bem como observar o perfil bioquimico sérico de

lipoproteinas, (in-vivo), durante o periodo experimental.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais, alimentacao e instalacoes

Para este estudo foram utilizados vinte coelhos machos adultos, com peso
médio de 2,5 Kg, higidos, da raca Nova Zelandia Branco, provenientes do Biotério
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu — UNESP,
durante o periodo de 15 de margo a 15 de maio de 2007. Estes animais foram
divididos em quatro grupos experimentais formados por cinco animais cada, a saber:
um grupo controle branco, (CT) sem tratamento, recebeu racdo normal, para
manutencdo; um grupo tratado com ragdo para manutencdo e administracao
simultanea de resveratrol (3 mg/Kg/dia) (R) um grupo controle branco, (CL) tratado
com ragdo para manutengdo, porém acrescida de 1,5% de colesterol na ragdo, um
grupo tratado com ragdo para manutencdo acrescida de 1,5% de colesterol e
administracdo simultanea de resveratrol (3mg/Kg/dia) capsulas por via oral (CR).
Para o preparo da dieta hipercolesterolémica adicionou-se colesterol em pé a ragcéao
de manutencao, previamente moida, que apds este procedimento foi misturada,
peletizada novamente e mantida em ambiente refrigerado.

Estes animais foram mantidos em gaiolas metalicas individuais, dotadas de
comedouros fixos e bebedouros automaticos no Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV, Campus de Jaboticabal — UNESP, durante
um periodo de 60 dias, com fornecimento de agua ad libitum e de racao para
manutencdo na quantidade de 100 g/dia, com a seguinte composicao: farelo de
trigo 55%, premix vitaminico mineral, carbonato de célcio, cloreto de colina, farelo de
arroz, farelo de gluten de milho, melaco, arroz quebrado, cloreto de sodio, aditivo

antifungico e fungiostatico.
4.2 Colheita de Sangue
Durante o experimento foram colhidas amostras de 3 mL de sangue, com

seringas heparinizadas, da artéria central da orelha, com 0s animais mantidos em

caixas de contencdo. Estas amostras de sangue foram utilizadas para as
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determinacgdes dos niveis séricos de triglicerideos, colesterol total, HDL e LDL, pelos
métodos enzimaticos Labtest (LABTEST DIAGNOSTICA) no Laboratério do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV, Campus de Jaboticabal,
UNESP. O HDL foi analisado pela metodologia da inibicédo seletiva e o colesterol
total, triglicerideos e LDL pelo método enzimatico — trinder. Todas as analises foram
feitas em triplicata. Durante o periodo experimental as pesagens foram semanais
para ajuste da dose do resveratrol e as colheitas de sangue quinzenais.

4.3 Colheita das amostras para analise histoldgica

Finalizado o periodo experimental de 60 dias, os animais foram desprovidos de
alimento durante 18 horas; a seguir amostras de sangue foram colhidas para a
realizacdo dos exames bioquimicos e em seqléncia, os animais foram eutanasiados
e o0 arco adrtico foi removido (figura 2). A eutandsia foi feita com pentobarbital
sédico, droga de rapida acao e eficacia para esta finalidade em animais. Produz
inicialmente depressao profunda dos centros respiratérios, apnéia que pode persistir
por alguns minutos e a sobredose provoca parada respiratéria seguida da cardiaca.
A dose letal para a efetiva eutanasia € cerca de trés vezes a utilizada para
anestesiar (PLUMB,2002). Este segmento arterial foi cuidadosamente lavado com
solucdo salina e fixado em solucao de Bouin durante 24 horas a temperatura
ambiente. Apos a visualizacao macroscépica das placas, o segmento do arco adrtico
foi processado rotineiramente para a inclusdo em histosec. Posteriormente foi
realizado a microtomia semi-seriada, com cortes histoldgicos a espessura de 5um, e
intervalos de 10 um, onde entdo foram corados pelas técnicas do tricrémico de
Masson e da hematoxilina — eosina (TOLOSA et al., 2003) observados e
fotomicrografados em um fotomicroscépio da Leica DM 5000 B para o estudo
morfoldgico e posterior analise morfométrica. Este estudo foi realizado avaliando-se,
em micrébmetros, as espessuras das tunicas intima, média e adventicia das areas
ateroscleréticas do arco aédrtico. Para cada animal foram confeccionadas cinco
laminas com cinco cortes histologicos, ou seja, 25 cortes por animal, 125 por grupo
experimental, totalizando-se 600 cortes histolégicos analisados nesta pesquisa.
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Figura 2 - Segmento do arco aértico representado

esquematicamente (*) e em detalhes (seta) na
fotografia, colhido para realizagdo das analises

histologicas.

4.4 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando analise de variancia (ANOVA). Para

avaliar as médias foi utilizado teste de Tukey e Duncan. Um valor de p<0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Morfolégicos

A andlise da morfologia macroscopica foi feita por inspecao visual da
parede do vaso, do segmento estudado, durante a necropsia. Os animais que
receberam dieta normal ndo apresentaram nenhuma anormalidade, porém, nos
animais que receberam dieta hipercolesterolémica, observou-se lesdes com padroes
difusos ndo comprometendo totalmente a parede do vaso, o segmento nao foi aberto
para ndo prejudicar a analise histologica e isto dificultou a inspecdo macroscédpica.

Os resultados obtidos, neste estudo, sobre a morfologia do arco aértico de
coelhos da raga Nova Zelandia Branco dos grupos Controle (CT), Resveratrol (R),
Colesterol (CL) e Colesterol +Resveratrol (CR) estao ilustrados nas figuras de 3 a 5.

A andlise do segmento do arco aédrtico dos animais do grupo CT evidenciou
aspecto histolégico normal para as tunicas intima, média e adventicia nesta porcao
arterial (Figura 3). Verificou-se na tanica intima a presenga do endotélio constituido
por tecido epitelial simples pavimentoso, sustentado por tecido conjuntivo frouxo, o
subendotélio, seguido pela membrana limitante elastica interna. Observou-se na
tunica média fibras musculares lisas entre fibras elasticas em abundancia (Figura 4).
Notou-se ainda a presenca da membrana limitante elastica externa, que delimita
esta tunica da tdnica adventicia. A Ultima tdnica, a adventicia, consistiu
principalmente em fibras colagenas, vasos linfaticos, vasa vasorum, fasciculo
nervoso e epitélio simples pavimentoso, que a revestiu externamente (Figura 5).

A andlise do segmento do arco adrtico dos animais do grupo R revelou
caracteristicas histolégicas semelhantes as do grupo CT, em todas as estruturas
mencionadas, em relagdo ao aspecto e localizagao (Figuras 3, 4 e 5).

A andlise do segmento do arco aértico dos animais do grupo CL demonstrou
anormalidade na tunica intima, por apresentar grande quantidade de macréfagos
espumosos, dispostos em varias camadas desorganizadas, além de goticulas
lipidicas extracelulares no tecido conjuntivo subendotelial, revestido por endotélio
descontinuo. Observou-se, outrossim, logo abaixo da membrana limitante elastica

interna, ou seja, no inicio da tunica média, a invasdo por macréfagos espumosos. O
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restante da tunica média, membrana limitante elastica externa e tunica adventicia
foram caracteristicos (Figuras 3, 4 e 5).

A analise do segmento do arco aértico do grupo CR também indicou alteracao
patolégica no subendotélio da tunica intima, porém em menor grau de
desenvolvimento quanto ao numero de camadas de macrofagos espumosos em
direcédo a luz do vaso, além de goticulas lipidicas extracelulares no tecido conjuntivo
subendotelial, revestido por endotélio descontinuo. Verificou-se ainda a presenca da
membrana limitante elastica interna e logo abaixo desta no inicio da tinica média, a
invasdo por macrofagos espumosos. O restante da tunica média, membrana

limitante elastica externa e tunica adventicia foram caracteristicos (Figuras 3, 4 e 5).
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Figura 3- Fotomicrografia do segmento do arco aértico de coelho da raga Nova Zelandia
Branco, do grupo CT, R, CL e CR representados pelas letras A, B, C e D respectivamente.

Observa-se a tunica intima (—), a média (™) e a adventicia (-). Coloragéo:
Tricrémico de Masson.
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Figura 4- Fotomicrografia do segmento do arco aértico de coelho da raga Nova
Zelandia Branco, dos grupos CT, R, CL e CR, representados pelas letras A, B, Ce D
respectivamente, evidenciando na tdnica intima dos grupos CT e R o endotélio (E), o
subendotélio (SE) e a membrana limitante elastica interna (El), nos grupos CL e CR
além destas estruturas observa-se macrofagos espumosos (ME) e goticulas lipidicas
(GL). Na média dos grupos CT e R as fibras musculares lisas (ML) entremeadas as
fibras elasticas (FE), no inicio da média dos grupos CL e CR a invasao por macréfagos
espumosos seguida por fibras musculares lisas (ME) entremeadas as fibras elasticas.
Coloracéao: Tricromico de Masson.
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Figura 5- Fotomicrografia do segmento do arco aértico de coelho da raga Nova Zelandia
Branco, dos grupos CT, R, CL e CR, representados pelas letras A, B, C e D
respectivamente, evidenciando na tunica média as fibras musculares lisas (ML),
entremeadas as fibras elasticas (FE) e a tunica adventicia com fibras colagenas (FC),
fasciculo de nervo (N), vasos linfaticos (VL), vasa vasorum (VV) e mesotélio (M) revestindo

esta tunica. Coloragao: Tricrémico de Masson.
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5.2 Morfométricos

A andlise estatistica dos resultados referentes aos valores médios * desvio
padrao da espessura das tunicas do segmento do arco aortico obtidos neste estudo,
estdo expostos nas figuras de 6 a 9.

Os valores da tunica intima em pm indicaram que o grupo CL diferiu
significativamente (p<0,05) dos grupos CT, R e CR, os quais nao diferiram entre si
(p>0,05) ( Figura 6).

Figura 6- Valores médios + desvios padréo da espessura
em pm da tunica Intima do segmento do arco adrtico de
coelhos da raga Nova Zelandia Branco, dos grupos
controle (CT), resveratrol (R), colesterol (CL) e colesterol
+ resveratrol (CR). Letras diferentes denotam
significancia (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os valores da tunica média em pum evidenciaram que o grupo CT diferiu
significativamente (p<0,05) dos grupos CL e CR e néao diferiu (p>0,05) do grupo R.
Nao houve diferenga significativa (p>0,05) também entre os grupos R, CL e CR
(Figura 7)
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Figura 7- Valores médios * desvios padrao da espessura
em ym da tunica Média do segmento do arco aértico de
coelhos da raca Nova Zelandia Branco, dos grupos
controle (CT), resveratrol (R), colesterol (CL) e colesterol
+ resveratrol (CR). Letras diferentes denotam
significancia (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os valores da tunica adventicia revelaram que o grupo CL diferiu
significativamente (p<0,05) dos grupos CT e R porém, nao diferiu (p>0,05) do grupo
CR. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) também entre os grupos CT e R

(Figura 8)

Figura 8- Valores médios * desvios padrao da espessura
em um da tdnica Adventicia do segmento do arco aértico
de coelhos da raca Nova Zelandia Branco, dos grupos
controle (CT), resveratrol (R), colesterol (CL) e colesterol
+ resveratrol (CR). Letras diferentes denotam
significancia (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Os valores totais das tunicas intima, média e adventicia mostraram que o
grupo CL diferiu significativamente (p<0,05) entre os grupos CT , R e CR ( Figura 9).

Figura 9- Valores médios + desvios padrao da espessura
em pm da parede (intima + média + adventicia) do
segmento do arco adrtico de coelhos da raga Nova
Zelandia Branco, dos grupos controle (CT), resveratrol
(R), colesterol (CL) e colesterol + resveratrol (CR).
Letras diferentes denotam significancia (p<0,05) pelo
teste de Tukey.

5.3 Perfil lipidico sérico

A andlise estatistica dos resultados referentes aos valores médios * desvio
padrao do perfil lipidico sérico, obtidos neste estudo, em coelhos da raga Nova
Zelandia Branco estdo expressos nas figuras de 10 a 13.

Os valores de HDL em mg/dl indicaram que o grupo controle diferiu
significativamente (p<0,05) dos grupos CL e CR e nao diferiu (p>0,05) do grupo R
(Figura 10).
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Figura 10- Valores médios * desvios padrdo dos niveis
sericos de HDL mg/dl de coelhos da raga Nova Zelandia
Branco, dos grupos controle (CT), resveratrol (R),
colesterol (CL) e colesterol + resveratrol (CR). Letras
diferentes denotam significancia (p<0,05) pelo teste de
Duncan

Os valores de triglicerideos em mg/dl evidenciaram que o grupo CR diferiu
significativamente (p<0,05) dos grupos CT e R e nao diferiu (p>0,05) do grupo CL
(Figura 11).

Figura 11- Valores médios + desvios padrdao dos niveis
séricos de Triglicerideos em mg/dl de coelhos da racga
Nova Zelandia Branco, dos grupos controle (CT),
resveratrol (R), colesterol (CL) e colesterol + resveratrol
(CR). Letras diferentes denotam significancia (p<0,05)
pelo teste de Duncan.
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Os valores de Colesterol Total e LDL em mg/dl revelaram que os grupos CL e
CR néo diferiram entre si (p>0,05) porém, diferiram significativamente (p<0,05) dos
grupos CT e R, os quais também nao diferiram entre si (p>0,05) (Figura 12) e
(Figura 13) respectivamente.

Figura12- Valores médios + desvios padréao dos niveis
séricos de Colesterol Total em mg/dl de coelhos da raca
Nova Zelandia Branco, dos grupos controle (CT),
resveratrol (R), colesterol (CL) e colesterol + resveratrol
(CR). Letras diferentes denotam significancia (p<0,05)
pelo teste de Duncan

Figura13- Valores médios + desvios padrédo dos niveis
séricos de LDL em mg/dl de coelhos da raca Nova
Zelandia Branco, dos grupos controle (CT), resveratrol
(R), colesterol (CL) e colesterol + resveratrol (CR).
Letras diferentes denotam significancia (p<0,05) pelo
teste de Duncan
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6 DISCUSSAO

Os resultados morfoldégicos macroscopicos dos dois grupos mantidos sob
dieta hipercolesterolémica, CL e CR apresentaram lesdes ateroscleréticas no
segmento do arco adtico estudado, a semelhanca dos relatos de alguns
pesquisadores, a saber: Assim, STARY et al. (1994) encontraram uma possivel
explicacdo para a susceptibilidade de algumas regides ao desenvolvimento das
lesbes ateroscleréticas, a qual seria em parte, devido a tdnica intima apresentar
maior numero de camadas de células musculares lisas nesta regido. Ainda
afirmaram que a utilizacdo de niveis altos de colesterol em animais de laboratorio
levou ao desenvolvimento de lesGes nas regides suscetiveis e também grandes
lesbes amplamente dispersas em outros segmentos arteriais, como aquelas
desenvolvidas em humanos com hipercolesterolemia de origem genética;
SCHWENKE & CAREW, (1987) mencionaram que lesbes iniciais ocorrem num
padrao mais difuso no arco adrtico e aorta descendente e esta susceptibilidade
poderia ser devido a uma elevacao focal da degradacao de LDL e de LDL intacta na
parede endotelial e ainda COTRAN & SCHOEN, (2000) descreveram que o arco
aortico é uma regido onde as lesdes aterosclerdticas sao frequentemente
encontradas.

A utilizagdo de uma dieta suplementada com 1,5% de colesterol, neste
estudo, mostrou ser eficiente na formacao de lesGes aterosclerdticas no arco aértico
no periodo de 60 dias. MOREL et al. (1994) da mesma forma, induziu lesbes
aterosclerdticas na aorta de coelhos com adicdo de 1,0% de colesterol na dieta
durante um periodo de 10 semanas, porém os resultados deste trabalho refletem os
achados de ZOU et al. (2003) e WANG et al. (2005) que também usaram em seus
estudos percentuais semelhantes de colesterol.

Desta forma, a escolha de coelhos da raca Nova Zelandia Branco, neste
estudo, como modelo experimental para a indugcdo da aterosclerose, se baseou nas
descricoes de WANG et al. (2005) os quais relataram que os animais desta raca
foram sensiveis a aterogénese. Ainda, CHOE et al. (2001); ZOU et al. (2003)
descreveram que algumas linhagens de ratos e também a linhagem de coelhos
Watanabe com hiperlipidemia hereditaria foram sensiveis a aterogénese.
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A administragdo de resveratrol aos animais foi bem tolerada durante todo o
periodo experimental e ndo foi observado nenhum tipo de reagédo adversa. A forma
de administracao por meio de capsulas foi extremamente eficiente pois os animais
nao desperdicavam o principio ativo, além de apresentar docilidade na manipulacao.
A dose utilizada 3 mg/kg de peso foi eficiente na diminuicdo da placa aterosclerética
concordando com estudos prévios realizados por WANG et al. (2005). Ainda,
SHANMUGANAYAGAM et al.(2006) em trabalhos semelhantes utilizando suco de
uva observaram também uma prevengado no desenvolvimento do ateroma. Ja outro
estudo em coelhos da linhagem Watanabe com hiperlipidemia hereditaria utilizando
vinho tinto na dosagem de 23 mg de polifendlicos totais/kg/dia ndo mostrou eficacia
na prevencgao e progressao de lesdes ateroscleréticas WAKABAYASHI (1999).

A andlise histol6gica do segmento do arco adértico dos animais do grupo CT e
R (alimentados sob dieta normal) evidenciou caracteristicas histolégicas normais
para as tunicas intima, média e adventicia de acordo com aquelas descritas por
JUNQUEIRA & CARNEIRO, (2005).

Na analise do segmento do arco adrtico dos animais do grupo CL, observou-
se anormalidade na tanica intima por apresentar grande quantidade de macro6fagos
espumosos, dispostos em varias camadas desorganizadas, além de goticulas
lipidicas extracelulares no tecido conjuntivo subendotelial. O endotélio que revestiu a
tunica intima foi composto por uma camada de células descontinuas, concordando
com dados relatados por STARY et al. (1994) em humanos, dados estes, que
também estdo presentes em outras espécies como pombos e macacos. A tunica
média foi invadida por macrofagos espumosos e observou-se um arranjo indefinido
da membrana limitante eldstica interna. No restante desta tunica ndo houve
modificacao de seus componentes.

Nos animais do grupo CR houve alteracdo patolégica no subendotélio da
tunica intima, porém em menor grau de desenvolvimento quanto ao numero de
camadas de macréfagos espumosos em direcdo a luz do vaso, além de goticulas
lipidicas extracelulares no tecido conjuntivo subendotelial. O endotélio apresentou-se
como uma camada descontinua de células. Lesbes estas semelhantes aquelas
encontradas em experimento realizado por JUZWIADK et al. (2005) utilizando o

flavonoide quercetina. Observou-se também invasdo no inicio da camada média.
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Este tipo de lesao permite classifica-la segundo STARY et al. (1994) em lesGes do
tipo 1ll, ou seja, um estagio intermediario entre as lesées do tipo Il e IV (ateroma).
Juntamente com as células lipidicas presentes nas lesées do tipo Il, lesées do tipo Il
contém gotas de lipideos extracelulares dispersos que fazem disrupcao das células
musculares lisas da intima. Estes lipideos extracelulares sdo os precursores para a
formacao do “nucleo lipidico maior” que caracteriza a lesao tipo IV. As lesbes do tipo
lll aparecem em algumas regides de espessamento normal adaptativo da intima
(regides susceptiveis ao desenvolvimento das lesdes). Lesdes ateroscleréticas na
aorta classificadas como tipo Il sdo encontradas em 99% das criangas com idade
entre 2 e 15 anos, com maior freqtiéncia no arco aértico, aorta descendente toraxica
e abdominal do que na aorta ascendente. Ainda nos grupos hipercolesterolémicos,
CL e CR, observou-se em alguns locais da parede do vaso lesdes do tipo Il a
chamada “estria gordurosa” a qual consistia em poucas camadas de macrofagos
€espumosos.

Nao se evidenciou lesbes na tunica adventicia para todos o0s grupos
experimentais; informacdes estas de acordo com STARY et al. (1994), os quais
relataram que somente em estagios avancados de lesdes aterosclerdticas, onde
ocorre um grande acumulo de lipideos extracelulares, ocorre deformidade na
adventicia.

O padrao de lesao encontrado neste estudo para esta espécie, leséo tipo lll,
foi semelhante aquelas lesbes encontradas na espécie humana e também aquelas
encontradas em cdes (STARY et al.,1994; KAGAWA et al., 1998).

Na andlise morfométrica dos resultados deste estudo, verificou-se que a
espessura da tunica intima dos animais do grupo CR foi semelhante aquela dos
grupos CT e R, mostrando que houve uma significativa diminuicdo da infiltracao por
macréfagos espumosos quando comparado aos animais do grupo CL o que
concordou com as evidéncias de WANG et al. (2005) quando comprovaram o efeito
anti-aterogénico do resveratrol. J& MOREL et al. (1994) em trabalhos semelhantes
utiizando Vitamina E e C nado observaram significativa diminuicdo no
desenvolvimento das lesGes ateroscleréticas.

Entretanto, houve um maior espessamento da tunica média para os animais

dos grupos CL e CR quando comparados aos grupos CT e R, que foram normais.
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Este resultado para a tunica media diferiu daqueles encontrados por WANG et al.
(2005) onde néo foi constatada diferenca para os grupos hipercolesterolémicos e
controle.

Na andlise morfométrica da tunica adventicia verificou-se diferenca entre os
grupos estudados; diferenca esta, ndo em conseqiéncia dos estagios das lesdes,
podendo-se aventar a hip6tese que houve uma interferéncia casual, considerando-
se que as lesdes foram classificadas como tipo Ill ou seja, ndo avangadas.

Pode-se imaginar que o resveratrol diminuiu o desenvolvimento das lesdes
ateroscleroticas com respaldo em alguns relatos da literatura sobre este composto
polifendlico onde foi observado um amplo aspecto de efeitos bioldgicos, tais como
propriedades antioxidantes, antiplaquetarias, protetoras endoteliais e sua atividade
na proliferacdo de CML (FREMONT, 1999). Assim, com relagdo aos efeitos
antioxidantes, estudos feitos por WAKABAYASHI (1999) comprovaram que 0S
polifendlicos do vinho tinto foram capazes de reduzir a oxidagdo plasmatica de LDL.
ZHAO et al. (2001) demonstraram que uma refeicao rica em gordura prejudica a
funcdo endotelial por um periodo maior que 4 horas, mais severamente em
pacientes com doenga coronaria. Esta disfung&o foi atribuida principalmente por um
aumento no estresse oxidativo endotelial e os antioxidantes presentes no vinho tinto
foram capazes de inibir este processo. Num ensaio in vitro realizado por FREMON et
al. (1999) utilizando alguns compostos antioxidantes, observaram que o0s
antioxidantes do vinho tinto mostraram notavel inibicdo da peroxidacao de LDL (80-
90%) enquanto o extrato citrico e o extrato de soja demonstraram 70% e 55% de
inibicdo respectivamente. MARTIN & FREI (1997) pesquisaram a atuagdo da
vitamina C na oxidacdo da LDL e evidenciaram que esta atuou prevenindo as
modificacdes oxidativas por depurar radicais livres e outras espécies reativas que
podem interagir com o LDL. Também MORENO et al. (2000) descreveram por meio
de um estudo in-vitro, que o efeito antioxidante proporcionado pelos compostos
fendlicos foi maior do que aquele causado pelas vitaminas C e E. HEATON et al.
(2002) mostraram que a utilizacdo de antioxidantes como vitaminas E, C, taurina,
licopeno e B- caroteno adicionado na racdo de caes, melhorou a capacidade
antioxidante plasmatica, reduziu a lesdo no DNA e ainda promoveu uma melhor

resposta imunolégica nos animais.
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No que diz respeito a agregacao plaquetaria, WANG et al. (2002) observaram
significante inibicAo da agregagédo plaquetaria in vitro, a qual foi dependente da
concentracdo de resveratrol utilizada. Em coelhos da raca Nova Zelandia Branco
com hipercolesterolemia induzida e administracdo simultdnea de 4mg/kg de
resveratrol, houve também inibicdo da agregacao plaquetaria. ASCIAK et al. (1995)
ao estudarem in vitro o efeito do trans-resveratrol, alguns compostos fendlicos
derivados do vinho e alguns antioxidantes, sob a agregacao plaquetaria e a sintese
de eicosandides em células humanas, observaram um bloqueio na agregacao
plaguetaria e uma reducdo na sintese de eicosandides, o que segundo estes
autores, contribuiram para um efeito cardioprotetor do resveratrol, principalmente na
aterosclerose e em pacientes com doenca coronaria. Também, outra explicacao
para a atividade cardioprotetora do resveratrol seria pela melhora da funcao
endotelial, conforme observado por ZOU et al. (2003) em seus trabalhos onde os
niveis plasmaticos de endotelina tiveram uma diminuicdo e os niveis de oxido nitrico
aumentaram promovendo assim uma maior vasodilatagdo. CHAN et al. (2000) num
estudo in vitro estimulando macréfagos de uma linhagem murina para expressao
génica de iINOS e producéo de (ON) observaram que os componentes fendlicos da
uva suprimiram a producao de ON mais pelo efeito depurador do que pelo redugéo
na expressao génica de iINOS e que o etanol em niveis moderados, sob condigdes
experimentais, ndo apresentou nenhum efeito, entretanto quando associado a 0,1
até 0,75% aumentou o efeito dos polifendlicos. Outra observagdo que poderia
explicar o efeito do resveratrol na aterosclerose, deve-se aos seus efeitos na
migracao e proliferagdo de células musculares lisas. Assim, em estudos in vitro com
células musculares retiradas da aorta de bovinos, verificou-se que com o uso do
resveratrol, em uma dose dependente, houve uma diminuicdo na proliferacdo das
mesmas; ja em outro estudo utilizando células de ratos, também houve uma
diminuigdo da hiperplasia intimal na parede vascular em lesdes provocadas (ARAIM
et al., 2002; GU et al., 2006).

Ressalta-se ainda o efeito benéfico do resveratrol na preservacao da
integridade do endotélio, pois observa-se em alguns trabalhos seu efeito inibidor na
expressao de VCAM-1, ICAM-1 e no fator de transcricdo NF- kB, responsavel este
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ultimo, por efeitos moduladores pré-inflamatérios (FERRERO et al.,1998; MANNA et
al., 2000; Wung et al., 2005).

Os resultados encontrados neste trabalho, referente ao perfil lipidico sérico,
para todas as variaveis estudadas, foram semelhantes entre os grupos CL e CR,
entretanto diferindo estatisticamente dos grupos CT e R os quais foram semelhantes
entre si. Os valores de HDL para os 4 grupos, mantiveram-se em niveis dentro da
normalidade para a espécie, apenas houve um leve aumento para os grupos CL e
CR. Os valores de LDL, triglicerideos e colesterol total foram acima dos niveis
normais para os grupos hipercolesterolémicos. Ja entre os grupos CT e R nao
constatou-se significancia estatistica e os valores de LDL, triglicerideos e colesterol
total permaneceram dentro da normalidade. Estes achados foram diferentes
daqueles encontrados por WANG et al. (2005) em trabalho semelhante, os quais
relataram que o perfil lipidico manteve-se dentro dos niveis normais do inicio ao final
do experimento inclusive para os grupos hipercolesterolémicos. Observou-se ao
analisar os achados deste trabalho, que os niveis de LDL, HDL, triglicerideos e
colesterol total ndo foram significativamente afetados pelo uso do resveratrol durante
o periodo experimental, estando de acordo com os resultados de WANG et al.
(2005). Contrariando estas evidéncias, alguns pesquisadores verificaram alteragbes
no perfil lipidico, a saber: SHANMUGANAYAGAM et al. (2006) observaram uma
diminuicdo do nivel sérico de colesterol total utilizando 225 ml/dia de suco de uva
Concord em animais hipercolesterolémicos durante 48 dias; OLIVEIRA et al. (2004)
ao utilizarem diferentes doses do flavondide rutina em coelhos saudaveis,
verificaram uma diminuicdo dos valores séricos de colesterol total e triglicerideos;
JUZWIAK et al. (2005) em experimento semelhante ao utilizarem o flavonoide
quercetina constataram reducao nos niveis séricos de triglicerideos e colesterol total;
AUGER et al. (2005) quando utilizaram hamsters submetidos a uma dieta
aterogénica por 12 semanas detectaram que o resveratrol foi eficiente ao diminuir a
concentragdo plasmatica de colesterol em doses semelhantes aquelas
recomendadas ao consumo humano, ou seja, dois copos de vinho livre de alcool por
refeicdo, e SCHAEFER (2002) observou uma diminuicdo na formagédo da lesao e
também nas concentracdes plasmaticas de colesterol em coelhos que receberam

uma dieta aterogénica simultdnea a uma dose de a-tocoferol.
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7 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que:

= A administragcdo de uma dieta hipercolesterolémica, com a adicdo de
1,5% de colesterol, a coelhos da raca Nova Zelandia Branco durante um periodo de
60 dias desenvolveu lesdes ateroscleréticas no segmento do arco aértico estudado
classificadas como estria gordurosa e lesdes do tipo lll.

* Nos animais dos grupos mantidos sob dieta normal CT e R nao foi
verificado formacgéo de lesdes, tanto na morfologia quanto na morfometria, também
néo foi verificado modificagdes no perfil lipidico sérico.;

= Na analise morfol6gica microscépica observou-se que, nos animais dos
grupos que receberam somente colesterol sem resveratrol, houve a formacéo de
lesdo com uma grande quantidade de macrofagos espumosos, goticulas lipidicas
extracelulares e maior desorganizacédo da tunica intima, com comprometimento do
inicio da tunica média e auséncia de lesdes na adventicia. J4 naqueles animais do
grupo que recebeu colesterol juntamente com resveratrol observou-se um padrao de
lesdo mais organizado com menor numero de camadas de macrofagos espumosos
e goticulas lipidicas extracelulares, porém houve igual comprometimento da média e
auséncia de lesdes na adventicia.

» Na avaliagao do perfil lipidico sérico verificou-se que os valores de HDL
mantiveram-se dentro dos niveis normais para a espécie nos quatro grupos
estudados, apenas houve um leve aumento para os grupos CL e CR. Os valores de
LDL, triglicerideos e colesterol total foram acima dos niveis normais, para 0s grupos
hipercolesterolémicos. O Resveratrol ndo apresentou atividade hipolipémica;

= Assim, conclui-se por meio deste estudo que o resveratrol atua como
agente preventivo no desenvolvimento da lesdo aterosclerética, porém nao altera o
perfil lipidico sérico. Baseados nos resultados encontrados neste trabalho, uma
suplementacdo dietética com resveratrol para humanos e espécies animais
susceptiveis a aterosclerose mostra ser uma possivel alternativa para ajudar na

prevencao do desenvolvimento desta enfermidade.
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