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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi estudar os efeitos do AVE 0991, anédlogo ndo-peptidico da
Angiotensina-(1-7), sobre lesdes ateroscleréticas em hamsters tratados com uma dieta
hipercolesterolémica semi-purificada. Hamsters machos com aproximadamente 1 més
de idade foram divididos nos seguintes grupos: grupos controles tratados (GCT, n=7) ou
ndo (GC, n=7), e grupos hipercolesterolémicos tratados (GHT, n= 9) ou ndo (GH, n=10)
com AVE 0991. A dieta hipercolesterolémica foi similar a controle, porém, com
acréscimo de 0,5% de colesterol e substituicio de 8% de 6leo de soja por 17% de
gordura de coco. O AVE 0991 foi administrado, oralmente, nos tltimos 30 dias de 120
dias de dieta. O colesterol total (CT) foi medido mensalmente e o colesterol HDL foi
medido no final do experimento. No final do tratamento os animais foram anestesiados
com uretana (1,2g/Kg i.p.) e a artéria femural foi canulada para medidas da pressdo
arterial média (PAM) e freqii€éncia cardiaca (FC). O coracdo e arco adrtico foram
corados com Sudam III para avaliagdes histoldgicas. O CT dos grupos hiper tratados ou
ndo foram significativamente maiores em relagdo aos grupos controles (tratados ou néo)
durante o experimento (294,8+25,3 mg/dL, GH e 256,8+21,6 mg/dL, GHT, comparado
a 95,67%+7,1 mg/dL, GC e 99,01£8,5 mg/dL, GCT, em 120 dias). Nao houve efeito nos

niveis de CT pelo tratamento com AVE. O HDL sérico estava elevado tanto no GH
quanto no GHT (160,6 = 10,9 mg/dL, GH e 132,0 + 16,8 mg/dL, GHT) em relagdo ao
GC e GCT (45,5 £ 3,8 mg/dL, GC e 61,2 £ 6,7 mg/dL, GCT). O tratamento com AVE
0991 ndo influenciou os niveis séricos de HDL. Nao houve diferengas significativas tanto
na PAM (87,86+5,3 mmHg, GC; 91,38+2,0 mmHg, GCT; 93,4%+1,1 mmHg, GH;
94,843,1 mHg, GHT) quanto na FC (469,6+11,0 bpm, GC; 442,1+23,5, GCT;
484,5+6,6 bpm, GH; 471,5+11,2 bpm, GHT). As analises histoldgicas mostraram lesdes
aterosclerdticas no coragdo, valvula adrtica e arco aértico em 33% dos animais do
grupo hipercolesterolémico, enquanto nos grupos tratados com AVE e controle (GC),
nenhuma d&rea corada foi encontrada. Esses dados sugerem que uma dieta
semipurificada contendo 0,5% de colesterol e 17% de gordura de coco foi eficiente em
induzir o aparecimento de lesGes ateroscleréticas em hamsters. Além disso, nossos
resultados sugerem que o AVE 0991 produz uma atenuacdo das lesdes vasculares
induzidas pela dieta hipercolesterolémica, independentemente de alteracGes na pressdo

arterial.
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ABSTRACT

The objective of this study was to study the effect of AVE 0991, an non-peptidic
analogue of Angiotensin-(1-7), on atherosclerotic lesions in hamsters treated with a
partially purified hypercholestolemic diet. Male hamsters about one months old were
divided in the following groups: without treatment (CG, n=7), treated control group
(TCG, n=7), and non-treated (HG, n=10) and treated (THG, n=9) hypercholesterolemic
groups. The hypercholesterolemic diet was similar to the control one, but, with addition
of 0.5 % cholesterol and replacement of 8 % soy oil by 17 % coconut oil. The AVE
0991 was administered, orally, in the last 30 days of the 120 days of diet. The total
cholesterol (TC) was measured monthly and HDL cholesterol were measured in the end
of experiment. At the end of the treatments the animals were anesthetized with urethane
(1.2 g/ Kg, i.p.) and the femoral artery was cannulated for mean arterial pressure (MAP)
and heart rate (HR) measurements. The heart and aortic tissues were stained with Sudan
IIT for histological evaluation. The TC of HG and THG were significantly higher than
the controls (CG+TCG) during the experiment (294.84+25.3 mg/dL, HG and 256.84+21.6
mg/dL, THG, compared to 95.67+£7.1 mg/dL, CG and 99.01£8.5 mg/dL, TCG, in 120
days). There was no effect in TC levels with the AVE treatment. The serum HDL was
enhanced in HG and THG (160.6 = 10.9 mg/dL, HG and 132.0 £ 16.8 mg/dL, THG) in
relation the CG and TCG (45.5 + 3.8 mg/dL, CG and 61.2 £ 6.7 mg/dL, TCG). The
treatment with AVE 0991 did not influenced the levels of serum HDL. There were no
differences in both MAP (87.86+5.3 mmHg, CG; 91.38+2.0 mmHg, TCG; 93.4+1.1
mmHg, HG; 94.843.1 mmHg, THG) and HR (469.6£11.0 bpm, CG; 442.1£23.5, TCG;
484.5+6.6 bpm, HG; 471.5+11.2 bpm, THG). The histological analysis showed
atherosclerotic lesions in the heart, aortic valve and aortic arch in33% of the animals of
the of Hypercholesterolemic group while no stained areas were observed in AVE-
treated and control-diet (CG) hamsters. These data suggest that the semipurified diet
containing 0.5 % cholesterol and 17 % coconut oil was efficient to induce
atherosclerotic vascular lesions. More importantly, our results suggest that AVE 0991
produces blood pressure-independent attenuation of hypercholesterolemic diet- induced

vascular lesions.
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1. INTRODUCAO

Durante o dltimo século as doencas cardiovasculares (DCV) se tornaram a
principal causa de morbidade e mortalidade no mundo (Steffens, 2003), representando
metade de todas as mortes no mundo desenvolvido e 25% no mundo em
desenvolvimento (Murray & Lopez, 1996). Estima-se que metade dessas mortes seja
causada pela doenga arterial coronariana (DAC) (Beaglehole, 1999). Espera-se que, em
2020, a DAC seja a principal causa de doenca no mundo e a maior causa de morte nos
paises em desenvolvimento (Okrainec et al., 2004). Estes dados também se aplicam ao
Brasil, onde as DCV representaram 32% de todos os 6bitos nas capitais brasileiras em
1990 (Steffens, 2003).

Dentre os fatores de risco das DCV o tabagismo, niveis elevados da lipoproteina
de baixa densidade (LDL), baixos da lipoproteina de alta densidade (HDL), diabete
Mellitus, hipertensdo arterial sist€émica, histéria familiar, obesidade, sedentarismo,
obesidade central, sindrome plurimetabdlica e ingesta de dlcool estio fortemente
relacionados com aterosclerose e suas manifestacdes clinicas (Polanczyk, 2005). O
estudo AFIRMAR (Acute Myocardial Infarction Risk Factor Assessment in Brazil),
desenvolvido em 104 hospitais de 51 cidades do Brasil, mostrou que a predisposicdo
para doenca aterosclerdtica no Brasil € muito semelhante aquela observada em paises da
Europa e América do Norte (Piegas et al., 2003). A aterosclerose é considerada a
patologia bdsica para as diferentes manifestacdes da DCV, tais como DAC, doenga
vascular periférica e doenca cerobrovascular.

O International Clinical Epidemiology Network, INCLEN (1992), pesquisou a
prevaléncia dos fatores de risco da DAC em 7 paises em desenvolvimento, incluindo o
Brasil. Este estudo mostrou que 19% dos participantes do Rio de Janeiro e Sdo Paulo
apresentavam colesterol sérico elevado, sendo este considerado o principal fator de
risco da aterosclerose.

Estudos mostram que nos paises em desenvolvimento estdo ocorrendo mudancas
sOcio-econdmicas que contribuem para aumentar os fatores de risco das doengas

cardiovasculares. O aumento na expectativa de vida, transi¢ao nutricional e mudancas
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no estilo de vida, estdo entre os fatores que ajudaram a aumentar o nimero de
casos de morbimortalidade por doencas cardiovasculares nesses paises (Reddy et al.,
1998).

A aterosclerose € um processo inflamatério cronico do sistema cardiovascular que
se inicia com o transporte e retencdo de lipoproteinas dentro da parede arterial (Berliner
et al., 1995), devido a uma maior permeabilidade aos constituintes do plasma decorrente
de injuria sustentada a parede arterial (Ross, 1986). As células da parede arterial
secretam produtos oxidativos de multiplas vias que podem atingir a LDL bloqueada no
espaco subendotelial e iniciar uma oxidagdo lipidica (Witztum et al., 1991). Esses
produtos oxidativos podem ser metais como o cobre, lipoxigenase celular, tidis, acido
hipocloroso, aldeidos e espécies reativas de oxigénio (EROs) (Steinbrecher et al., 1990;
Witztum et al., 1991 e Parthasarathy, 1994).

O acimulo de LDL oxidado (oxLDL) contribui significativamente para o
recrutamento de mondcitos circulantes (Quinn et al., 1987 e Berliner et al., 1990) que se
convertem em macréfagos que, por sua vez, contribuem para aumentar a oxidagao das
LDLs (Rajavasisth et al., 1990).

A LDL oxidada passa a ndo ser mais reconhecida por seus receptores de
superficie, ocasionando uma captacdo celular de LDL por receptores “scavenger” e/ou
receptores de LDL oxidada, que néo sdo regulados pelo conteido de colesterol celular,
acarretando um actimulo de colesterol pelos macréfagos (Brown et al., 1990; Freeman
et al., 1990 e Sparrow et al., 1989). Como as células cheias de colesterol tém um
citoplasma espumoso sio chamadas de células espumosas ou “foam cells”. Essas
células sdo a marca da lesdo inicial da aterosclerose, a estria de gordura.

As células espumosas ativadas liberam uma variedade de moléculas quimiotéticas,
citocinas e fatores de crescimento. Mais linfocitos sdo atraidos para a lesdo levando a
um pool de moléculas efetoras que expandem e perpetuam a resposta inflamatoria
(Chilton, 2004). Mediadores inflamatérios aumentam a ligacdo das LDLs as células
endoteliais e a migracdo de células do musculo liso vascular (CMLV) para a lesdo
(Ross, 1993), fazendo com que o processo se torne ciclico.

As CMLV comecam a secretar proteinas de matriz extracelular, colageno e
elastina em excesso formando uma placa fibrosa em torno do nicleo lipidico,

estabilizando a estrutura (Ross, 1993). Essa combinagdo de actimulo de lipideos e
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producdo de coldgeno resulta nas formas avancadas complexas de placas
aterosclerdticas (Kéadar et al., 2001). Eventualmente, os macréfagos podem liberar
metaloproteinases que degradam a capa fibrosa tornando a placa vulneravel a ruptura
(Chilton, 2004), que no coragdo leva ao infarto agudo do miocdrdio e morte
coronariana.

Diversos estudos t€ém mostrado a participacdo do sistema renina angiotensina
(SRA) na progressdo da aterosclerose focalizando principalmente o bloqueio desse
sistema, seja através de inibidores da ECA ou por bloqueadores do receptor AT,
(Strawn et al., 2000; Miyazaki et al., 1999; Uehara et al., 2002 e Kowala et al., 1998).
A angiotensina II (Ang II), importante peptideo do SRA, tem um papel crucial na
regulacdo da resposta inflamatéria vascular por ativar o recrutamento de células
inflamatérias (Kim et al., 1996, Strawn et al., 1999 e Ferrario 2006). Além disso, esse
peptideo modula a contragdo, regula o crescimento celular, apoptose e diferenciagéo,
influencia a migracdo celular e deposicdo de matriz (Touyz et al., 2002), além de
aumentar o estresse oxidativo (Vaughan, 2000). Este conjunto de atividades faz da Ang
IT um peptideo aterogénico.

Pesquisas indicam que, além da Ang II, outros derivados peptidicos
angiotensinérgicos também sdo mediadores finais do SRA, sendo a angiotensina-(1-7)
(Ang-(1-7)) um desses peptideos e alvo de intimeros estudos, especialmente por
desempenhar ag¢des mais seletivas que a Ang Il e por poder ser formada por uma via
independente da ECA (Ferrario et al., 1990). A Ang-(1-7) apresenta-se como 0 mais
pleiotrépico dos metabdlitos derivados da Ang II, por exercer efeitos que podem ser
idénticos, opostos ou distintos da Ang II (Ardaillou, 1997).

A Ang-(1-7), ao contrério da Ang II, age como agente antiproliferativo em células
da musculatura lisa vascular (CMLYV), reduz a formacdo de neointima (Strawn et al.,
1999 e Tallant et al., 1999), tem acdo antitrombdtica, reduz a adesdo plaquetdria
(Kucharewicz et al., 2000), e bloqueia os efeitos pré-oxidantes da Ang II, reduzindo a
producdo do anion superéxido (Polizio et al., 2007). Considerando essas acdes
contraregulatérias da Ang-(1-7) em relacdo aquelas da Ang II, e sendo este dltimo um
peptideo aterogénico, pode se especular uma agfo antiaterogénica atribuida a Ang-(1-7).

O grande ntimero de evidéncias associadas as a¢des cardiovasculares da Ang-(1-7) em
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oposicdo aos efeitos atribuidos a Ang I, faz deste peptideo um potencial alvo para o
desenvolvimento de fairmacos associados as doengas cardiovasculares.

Um importante avango nos estudos relacionados as acdes da Ang-(1-7) e suas
possiveis aplicagdes farmacoldgicas foi a descoberta recente do seu andlogo AVE 0991
(Wiemer et al., 2002). Este composto € um agonista do receptor Mas da Ang-(1-7) ndo-
peptidico e ativo oralmente mimetizando os efeitos dessa angiotensina em muitos
tecidos (Santos et al., 2006), tornando-se dessa forma, um candidato promissor nas
terapias de doencgas cardiovasculares.

Neste trabalho, utilizamos o AVE 0991 para elucidar as acdoes da ANG-(1-7) sobre
o perfil de lipideos, estresse oxidativo, parametros cardiovasculares e sobre a formacao

de lesdes aterosclerdticas em hamsters hipercolesterolémicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Metabolismo das lipoproteinas

O colesterol € um lipidio que estd presente no organismo animal, tanto nos tecidos
como nas lipoproteinas plasmadticas, seja sob a forma livre ou combinada (com 4cidos
graxos) como éster de colesterol (Brody, 1993).

Sua importancia fisiolégica reside no amplo papel que desempenha no organismo
animal, como precursor de sais biliares e de hormdnios glicocorticdides e
mineralocorticéides, na sintese de hormdnios sexuais e na formacdo de vitamina D, e
principalmente como elemento estrutural, nas membranas celulares (Brody, 1993). O
colesterol estd presente em diversos tipos de alimentos, podendo ser ingerido na dieta,
mas pode também ser sintetizado no figado a partir de precursores mais simples (Nelson
e Cox, 2006).

A homeostase do colesterol ¢ mantida pelo balanco da absor¢do do colesterol
intestinal e sintese do colesterol endégeno (Ros, 2000). O controle no metabolismo do
colesterol é de importancia chave na manuten¢do da sadde do sistema cardiovascular.
Portanto, um desequilibrio nas taxas de colesterol plasmético pode ser prejudicial ao
sistema cardiovascular, uma vez que depdsitos anormais de colesterol nos tecidos estdao
associados a vérias condicdes, incluindo aterosclerose e diabetes mellitus (Brody,
1993).

O colesterol, os ésteres de colesterol, assim como os triacilglicerdis e
fosfolipidios, sdo essencialmente insoliveis em dgua (Nelson e Cox, 2006). Eles sdo
transportados pelo plasma sangiiineo na forma de lipoproteinas plasmadticas, que sdo
complexos moleculares de proteinas transportadoras especificas chamadas de
apolipoproteinas (apo) com combinacdes variadas de fosfolipidios, colesterol, ésteres de
colesterol e triacilgliceréis (Nelson e Cox, 2006). As lipoproteinas sdo complexos
esféricos com lipidios hidrofébicos no centro e as cadeias laterais hidrofilicas dos
aminoacidos das proteinas na superficie (Nelson e Cox, 2006). Cada classe de
lipoproteina tem uma funcdo especifica, determinada por seu lugar de sintese,

composig¢do lipidica e contetddo de apolipoproteina (Nelson e Cox, 2006).
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Os lipidios da dieta deixam as células intestinais conjugados em quilomicrons
através de um processo que requer a apo B-48 (Kwiterovich, 2000). Os triglicerdis no
nucleo dos quilomicrons s@o hidrolisados em 4cidos graxos livres e glicerol pela lipase
lipoprotéica com a apo C-II como um cofator, produzindo um quilomicron
remanescente pequeno (Kwiterovich, 2000). Os remanescentes dos quilomicrons,
privados da maior parte de seus triglicerideos, mas ainda contendo colesterol, apo E e
apo B-48, movem-se da corrente sanguinea para o figado. No figado, existem receptores
que reconhecem a apo E e essa ligagdo promove absorcio dos quilomicrons por
endocitose (Nelson e Cox, 2006).

Um atraso na remoc¢do dos quilomicrons remanescentes pode promover a
aterogénese (Kwiterovich, 2000). Estudos mostram que pacientes com doenca arterial
coronariana possuem elevacio dos niveis de triglicérides pds-prandial e um retardo no
retorno dos triglicérides aos niveis basais, devido a uma lentiddo na remocdo das
particulas dos quilomicrons remanescentes (Patsch et al., 1992).

Quando a dieta contém mais dcidos graxos que a quantidade necessdria como
combustivel, estes sdo convertidos em triacilgliceréis no figado e unidos a
apolipoproteinas especificas para formar lipoproteinas de muito baixa densidade, as
VLDL (Very-Low-Density Lipoprotein) (Nelson e Cox, 2006). Essas transportam
triacilglicerol do figado para os tecidos periféricos.

As VLDL s@o sintetizadas e secretadas do figado em um processo que requer a
apo B-100 (Kwiterovich, 2000). No plasma, o triacilglicerol na VLDL € clivado em
dcidos graxos livres e glicerol pela lipase lipoprotéica e seu cofator, a apo C-2
(Kwiterovich, 2000). A perda de triacilglicer6is converte algumas VLDL em VLDL
remanescentes, que sao também chamadas de lipoproteinas de densidade intermedidria
— as IDL (Intermediate Density Lipoprotein) (Nelson e Cox, 2006). Elas sdo uma classe
heterogénea de particulas que normalmente ndo se acumulam no plasma (Lichtenstein et
al., 1996).

Algumas das particulas IDL sdo removidas por intera¢des da apo E com o receptor
de LDL na superficie do figado, ou os triglicerideos das IDL podem ser hidrolisados
pela lipase hepatica para produzir as lipoproteinas de baixa densidade (LDL, Low-

Density Lipoprotein) (Kwiterovich, 2000). As LDL transportam o colesterol para os
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tecidos periféricos (extra-hepaticos), que possuem receptores de superficie especificos
para ela através da interagdo com a apo B-100 (Nelson e Cox, 2006).

Se a LDL ¢€ oxidada, ela pode ser captada por macrofagos através de receptores
scavenger, CD 36 e SR-A, na superficie do macréfago (Kwiterovich, 2000), levando ao
desenvolvimento das células espumosas que iniciam a formagdo de lesdes
aterosclerdticas. O Framinghan Study (Gordon et al., 1977) reportou o nivel sérico de
LDL como melhor preditor da doenga arterial coronariana do que o nivel de colesterol
total (CT) tanto em homens quanto em mulheres.

Outro excelente indicador é a relacdo inversa entre a lipoproteina de alta
densidade (HDL, High-Density Lipoprotein) e o risco de doenga arterial coronariana.
As HDLs s@o uma subclasse de lipoproteinas origindrias do intestino e figado
(Lichtenstein et al., 1996). Sua principal proteina é a apo A-I e apo A-II, embora as
HDLs também contenham apo A-IV, apo A-V, apo E, paraoxanase (PON), entre outras
(O’Connell & Genest, 2001).

O HDL recebe o colesterol dos remanescentes de quilomicrons e VLDL e os
transporta para o figado, onde o colesterol é liberado e parte dele € convertida em sais
biliares (Nelson e Cox, 2006). Esse processo conhecido como transporte reverso do
colesterol (TRC) protege o organismo contra aumentos das LDLs e consequentemente
do seu actimulo na parede vascular. Em adi¢cdo ao TRC, a HDL também tem efeito
inibitério contra a oxidagdo lipidica e diminui a resposta inflamatéria (Negre-Salvayre
et al., 2006). Enzimas associadas & HDL estdo envolvidas na fungdo antioxidante da
HDL, entre elas a PON (Mackness et al., 1991), lecitina- colesterol aciltransferase
(LCAT), fosfolipase-D, proteases, entre outras (Negre-Salvayre et al., 2006).

Sendo assim, a dislipidemia, condi¢do na qual hd concentracdes anormais de
lipidios ou lipoproteinas no sangue, ¢ um fator de risco importante para o
desenvolvimento de complica¢des da aterosclerose. Modelos de hipercolesterolemia,
dessa forma, se tornam importantes ferramentas em estudos sobre os efeitos de

substancias sintéticas no tratamento das doencas cardiovasculares.
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2.2. Aterosclerose

A aterosclerose € um processo inflamatério crénico que, geralmente, inicia-se na
infincia e vai apresentar manifestagdes clinicas na idade adulta, sendo altamente
prevalente em homens e mulheres. As complica¢des trombo-oclusivas dessa doenca,
incluindo acidente vascular cerebral e infarto, s@o as principais causas de morbidade e
mortalidade em quase todo o mundo (Goldschmidt-Clermont et al., 2005). Essa
complexa patogénese ndo pode ser atribuida a um simples fator. Ela parece ser
multifatorial com fatores ambientais, alimentares, hemodinamicos, genéticos dentre
outros, fazendo parte da génese e desenvolvimento desta patologia (Ross et al., 1993 e
Schmitz et al., 1998).

A aterosclerose € uma doenca que afeta primariamente a tinica intima das artérias
de grande e médio calibres caracterizada pelo depésito e acimulo de lipides, pela
proliferacdo de fibras coldgenas e pela frequente ocorréncia de calcificacdo nas areas
afetadas, nas fases mais tardias (Pasqualucci et al., 1999)..

O processo aterosclerético se desenvolve como resultado de injdria sustentada a
parede arterial, hipStese proposta por Ross ef al. (1986). Diversos fatores podem levar a
injuria vascular incluindo agentes infecciosos, pressdo sanguinea elevada, mediadores
inflamatérios e eventos de glicacdo, todos envolvendo estresse oxidativo (Basta et al.,
2002 e Gattone et al., 2001). Segundo essa hipétese, deve ser salientado que ndo ha
necessidade que ocorra uma lesdo de endotélio evidente, como uma desnudagdo de
células endoteliais. Alteragdes funcionais do endotélio, tais como aumento de
permeabilidade, liberacdo de substincias vasoativas e fatores de crescimento, alteracio
nas propriedades antitrombogénicas da superficie endotelial e estimulo das propriedades
pré-coagulantes do endotélio, ja seriam capazes de desencadear as lesdes
ateroscleréticas (Ross et al., 1986).

A principal causa de agressdo vascular € o transporte e retengdo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL) para o interior da parede arterial (Berliner et al., 1995),
devido a maior permeabilidade aos constituintes do plasma, como citado anteriormente.
A injuria arterial, em adi¢@o a resposta local, aumenta uma profunda resposta sist€mica
que envolve uma cascata de eventos celulares e moleculares que promovem o reparo da

parede do vaso (Goldschmidt-Clermont et al., 2005). Uma falha nesse processo de
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reparo em resposta a sinais inflamatérios promove a aterogénese e ainda cria um
feedback positivo que propaga o dano vascular (Goldschmidt-Clermont et al., 2005).

As alteragdes mais precoces causadas pela aterosclerose na parede arterial ja sio,
geralmente, encontradas em criancas e assumem a forma denominada de estria
gordurosa. Essa se inicia com o transporte de lipoproteinas para dentro da parede do
vaso com subseqiiente bloqueio dessas em uma malha fibrilar tridimensional do espago
subentodelial (Nivelstein-Post et al., 1991). As células da parede arterial secretam
produtos oxidativos de multiplas vias que podem atingir a LDL bloqueada no espago
subendotelial e iniciar uma oxidagdo lipidica (Witztum et al., 1991). Esses produtos
oxidativos podem ser metais como o cobre, lipoxigenase celular, tidis, &cido
hipocloroso, aldeidos e espécies reativas de oxigénio (EROs) (Steinbrecher et al., 1990;
Witztum et al., 1991 e Parthasarathy, 1994).

O acimulo de LDL oxidado (oxLDL) contribui significativamente para o
recrutamento de mondcitos circulantes (Quinn et al., 1987 e Berliner et al., 1990). O
tratamento de células endoteliais, in vitro, com LDL minimamente oxidada (MM-LDL)
ativa um fator de trancri¢do NFkB-like (Parhami et al., 1993), o qual induz uma série de
genes caracteristicos da resposta inflamatéria cronica. Dentre os genes induzidos pelo
NFkB que estdo aumentados pela oxLDL incluem o da proteina quimiotitica de
mondcitos 1 (MCP-1) (Cushing et al., 1990), do fator estimulante de coldnia de
mondcitos (M-CSF) (Rajavasisth et al., 1990) e proteina Gro (Shwartz et al., 1994). Os
mondcitos recrutados para a lesdo sdo ativados pelo M-CSF e se convertem em
macréfagos que, por sua vez, contribuem para aumentar a oxidacdo das LDLs
(Rajavasisth et al., 1990).

Durante o processo oxidativo ocorre uma cadeia de reacdes que modificam a
estrutura da apoproteina B (apoB), o epitopo de reconhecimento da LDL pelos
receptores de LDL (Witztum et al., 1991). Essas modificacdes da porcdo protéica das
LDLs levam a uma diminui¢do no reconhecimento pelos receptores de LDL. Isso
acarreta em uma captacéo celular de LDL por receptores “scavenger’” e/ou receptores de
LDL oxidada, que ndo sdo regulados pelo contetddo de colesterol celular, levando a um
acumulo de colesterol pelos macréfagos (Brown et al., 1990; Freeman et al., 1990 e

Sparrow et al., 1989). Como as células cheias de colesterol tém um citoplasma
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espumoso sdo chamadas de células espumosas ou “foam cells”. Tanto macréfagos como
células musculares lisas na les@o vascular acumulam colesterol para formar células
espumosas (Wolfbauer et al., 1986). Essas células sdo a marca da lesdo inicial da
aterosclerose, a estria de gordura.

As células espumosas ativadas liberam uma variedade de moléculas quimiotéticas,
citocinas e fatores de crescimento (Chilton, 2004). Dessa forma, mais linfécitos sdo
atraidos para a lesdo ativando um conjunto de moléculas efetoras que expandem e
perpetuam a resposta inflamatdria (Chilton, 2004). Mondcitos /macréfagos sdo potentes
fontes de fator de crescimento para células do misculo liso vascular (CMLV) e de fator
de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) (Ross, 1993), explicando em parte, a
migracdo de CMLV que ocorre dentro da lesdo. A crescente producdo de mediadores
inflamatérios aumentam a ligacdo das LDLs as células endoteliais e a migragdo de
CMLYV para a lesdo, fazendo com que o processo se torne ciclico (Chilton, 2004).

As CMLV comecam a secretar proteinas de matriz extracelular, colageno e
elastina em excesso formando uma placa fibrosa em torno do nicleo lipidico,
estabilizando a estrutura (Ross, 1993). Essa combinagdo de actimulo de lipideos e
producdo de coldgeno resulta nas formas avancadas complexas de placas
aterosclerdticas (Kéadar et al., 2001). Eventualmente, os macréfagos podem liberar
metaloproteinases que degradam a capa fibrosa tornando a placa vulneravel a ruptura
(Chilton, 2004), levando, no coragdo ao infarto agudo do miocardio e morte

coronariana.

2.2.1. Classificacao e histopatologia das lesoes ateroscleroticas

A American Heart Association padronizou e classificou os vdrios estigios das
lesdes aterosclerdticas. As lesdes do tipo I ou “lesdes iniciais” consistem dos primeiros
depositos lipidicos detectados quimica e microscopicamente na intima e as reagdes
celulares relacionadas a tais depositos (Stary et al., 1994). As mudancas histoldgicas
iniciais na intima humana s@o minimas (Stary et al., 1994). Podem-se observar
pequenos grupos isolados de macréfagos contendo gotas lipidicas (macréfagos-células
espumosas) que se formam (Stary, 1987). Tanto macréfagos como as células

musculares lisas preenchidas de gordura assumem, nas preparagdes histologicas
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convencionais coradas pela hematoxilina e eosina, o aspecto de células espumosas,
vacuolizadas, uma vez que o conteudo lipidico dessas células é extraido durante o
processamento histolégico (Pasqualucci et al., 1999).

As lesdes do tipo II sdo aquelas referidas geralmente como estrias gordurosas
(Stary et al., 1994). Essas lesdes podem ser visiveis a olho nu e consistem
primariamente de células espumosas estratificadas na camada adjacente e ndo somente
em grupos isolados de poucas células como ocorre nas lesdes do tipo I (Stary et al.,
1994). Além de macréfagos, células musculares lisas vasculares também podem conter
gotas lipidicas e ainda gotas de lipidio dispersas podem ser encontradas neste tipo de
lesdes (Stary et al., 1994).

Macroscopicamente, a estria gordurosa consiste de uma faixa disposta,
geralmente, ao longo do maior eixo do vaso, amarelada devido a grande quantidade de
lipidio presente no citoplasma das células espumosas (Lupu et al., 1987). Nas células
preenchidas com goticulas de lipides que se apresentam como vactolos vazios, nas
preparacdes embebidas em parafina, esses vactolos sdo circundados por um fino halo
de citoplasma. A andlise pela microscopia eletrénica pode permitir a identificacdo de
algumas dessas células, entretanto a identificacdo da origem de um grande nimero delas
permanece dificil ou mesmo impossivel, usando-se as técnicas rotineiras de coloracdo
tecidual (Pasqualucci et al., 1999). O termo “lesdes iniciais” € utilizado somente para as
lesdes dos tipos I e II (Stary et al., 1994).

O tipo III, ou preateroma, representa o estigio intermedidrio entre as lesdes do
tipo II e as lesdes avancadas ou ateromas (Stary et al., 1994). Essas lesdes possuem
maior quantidade de gotas lipidicas extracelulares encontradas logo abaixo da camada
de macréfagos e células espumosas, substituindo proteoglicanos e fibras da matrix
extracelular (Stary et al., 1994).

Na fase IV, a primeira das lesdes avancadas, ocorre um actimulo de lipidio
extracelular, conhecido como nicleo lipidico, ocupando uma regido bem definida da
intima (Stary et al., 1995). Nas lesdes do tipo IV um aumento de tecido fibroso nio é
caracteristico, e complicagdes tais como trombose e lesdes de superficie estdo ausentes
(Stary et al., 1995). O nicleo lipidico causa uma severa desorganizag@o da intima (Stary
et al., 1995). Essas lesdes sdo encontradas na mesma regido onde existe um

espessamento excéntrico da intima e por isso sdo consideradas lesdes excéntricas. As
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CMLVs e matrix extracelular da intima s@o dispersos e substituidos por acumulados de
particulas de lipidio extracelular (Stary et al., 1995). As organelas de algumas CMLVs
podem ser calcificadas, e particulas de célcio sdo encontradas dentro de nicleos
lipidicos (Stary et al., 1995). As lesdes do tipo IV sdo também conhecidas como
ateroma (Stary et al., 1995).

Quando esse nicleo lipidico sofre um aumento de um proeminente novo tecido
fibroso (principalmente coldgeno), a lesdo € entdo chamada de tipo V (Stary et al.,
1995). Quando o novo tecido é parte de uma lesdo do tipo IV, este tipo de lesdo pode
ser referido como fibroateroma ou lesdo do tipo Va. Algumas lesdes do tipo V sdo
largamente calcificadas (tipo Vb), e algumas consistem principalmente de tecido
conjuntivo fibroso e pouca ou nenhuma acumulacio lipidica (tipo Vc) (Stary et al.,
1995).

As placas fibrosas, macroscopicamente, apresentam coloracdo esbranquicada e
sdo, comumente, sobrelevadas. Em muitos casos, elas fazem protrusdo para a luz da
artéria e sdo suficientemente grandes para comprometer o fluxo do sangue e ainda
muitas vezes coalescem, formando lesdes maiores (Pasqualucci et al., 1999).

As lesdes do tipo VI sdo conhecidas como lesdes complicadas e se formam a partir
de uma caracteristica adicional as lesdes do tipo IV ou V (Stary et al., 1995). Tais
caracteristicas adicionais podem ser uma ruptura ou lesdo de superficie, hematoma ou

hemorragia, além de depdsitos trombéticos (Stary et al., 1995).

2.3. Sistema Renina — Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) tem sido o centro de intensas atividades de
pesquisa desde a descoberta da renina pelo fisiologista Finlandés Robert Tigerstedt, ha
mais de 100 anos. Embora classicamente o SRA seja considerado como um sistema
endocrino responsdvel pela correcdo da hipotensdo aguda através de mudangas na
resisténcia periférica e homeostase de eletrlitos, atualmente, este sistema € reconhecido
como sendo importante no controle a curto, médio e longo prazo da pressdo arterial,
progressdo da nefropatia diabética e desenvolvimento de cardiomiopatia hipertensiva, e
mais recentemente, tem sido envolvido como um fator modulador no controle do

desenvolvimento (ou pregressdo) da aterosclerose (Brasier et al., 2002).
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O processamento das angiotensinas (figura 1) se inicia com a hidrélise do
angiotensinogénio (um o, globulina circulante produzido no figado) pela renina para
formar o decapeptideo angiotensina-I (Ang I) (Keidar et al., 2007). A Ang I é
convertida pela enzima conversora de angiotensina (ECA) em angiotensina-II (Ang II)
pela remogdo de dois aminodcidos C-terminais (Das, 2005). Em cora¢do humano,
entretanto, a maior parte da conversio da Ang I em Ang II é feita em uma via

alternativa, pela enzima quimase (Urata ef al., 1990).

ANGIOTENSINOGENIO
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Figura 1. Cascata simplificada do sistema renina angiotensina focando a via de formacao da Ang-(1-7).
ACE, enzima conversora de angiotensina; AT, receptor de Ang II do tipo 1; AT,, receptor de Ang II do
tipo 2; A779, antagonista Mas; D—Pro7—Ang—(1—7), antagonista Mas; G, proteina G; Mas, receptor Mas de
Ang-(1-7); NEP, endopeptidase neutra; PCP, prolilcarboxipetidase; PD 123,319, antagonista de AT,;
PEP, prolilendopeptidase. Modificado de Santos et al. (2006).

A Ang II, principal peptideo do SRA, exerce suas diversas atividades bioldgicas
através da ligacdo em um dos dois tipos de receptores conhecidos (Keidar et al., 2007).
O receptor do tipo 1 (AT);) € altamente expressado em adultos e tem importante papel
nas doengas cardiovasculares (Keidar et al., 2007). O receptor AT| medeia a maior parte
dos usualmente associados com a Ang II, tais como vasoconstri¢do, proliferacio,

inflamacdo, coagulacdo, deposicdo de matrix, estimulacdo da liberacdo de aldosterona e
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da atividade do sistema nervoso simpdtico (de Gasparo et al., 2000). Entretanto, a
ligacdo da Ang II ao receptor do tipo 2 (AT,) possui acdes contrdrias aos efeitos
mediados pelo receptor AT}, tanto a curto como a longo prazo (de Gasparo et al., 2000),
provendo um papel protetor.

Além da Ang II, outros Ang-peptideos, tais como angiotensina IV [Ang IV ou
Ang-(3-8)] e angiotensina 1-7 [Ang-(1-7)], também tém importantes atividades
biologicas (Wessel et al., 2007). A Ang-(1-7), especialmente, tem se tornado uma
angiotensina de interesse por ser considerado o mais pleiotrépico dos metabdlitos
derivados da Ang II, por exercer efeitos que podem ser idénticos, opostos ou distintos
ao da Ang II (Ardaillou, 1997).

A Ang-(1-7) pode ser formada diretamente da Ang I ou Ang II e indiretamente da
Ang I tendo como passo intermedidrio a formagdo da angiotensina-(1-9) (Ang-(1-9))
(Santos et al., 2000). A remocdo da fenilalanina do C-terminal da Ang II resulta na
formagdo da Ang-(1-7). Essa conversdo é eficientemente catalisada pelo homdlogo da
ECA recentemente descoberto, a ECA2 (Vickers et al., 2002). Além da ECA2, prolil-
endopetidase e prolil-carboxipeptidase podem gerar Ang-(1-7) diretamente da Ang II
(Santos et al., 2006). Em outra via, a conversio direta da Ang I em Ang-(1-7) pode ser
mediada por diversas enzimas tais como: prolil-endopeptidase e endopeptidase neutra
(neprilisina) através da hidrélise da ponte Pro’-Phe® (Rice et al., 2004 e Stanziola et al.,
1999). Outra via, embora cineticamente menos eficiente (Rice et al., 2004), envolve
papéis alternativos para a ECA e ECA2. A Ang I € primeiro hidrolizada pela ECA?2 para
formar Ang-(1-9) (Donoghue et al., 2000), um peptideo sem atividade bioldgica
conhecida, e entdo convertida pela ECA ou endopeptidase neutra em Ang-(1-7) (Rice et
al., 2004). A geragao de Ang-(1-7) através de uma via secunddria a formagdo de Ang Il
pode ser benéfica, uma vez que esses dois peptideos tém agdes antagdnicas (Keidar et
al., 2007).

O heptapeptideo Ang-(1-7), como a Ang II, estimula a liberacdo de vasopressina
no hipotdlamo de ratos (Schiavone et al., 1988) e facilita a transmissdo noradrenérgica
(Gironacci et al., 1994). Ao contrario da Ang II, a Ang-(1-7) ndo € vasopressora e nao
estimula a dipsinogénese ou liberacdo de aldosterona (Ferrario et al., 1997). A ligacdo
da Ang-(1-7) as células endoteliais induz vasodilatacdo por estimular a produgio de

6xido nitrico (NO), prostaglandinas ou fatores de relaxamento derivados do endotélio
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(Ferreira et al., 2005 e Keidar et al., 2007), dependendo da espécie e do leito vascular.
Em adigfo, ela estimula a vasodilatacdo induzida por bradicinina (Lima et al., 1997).
Em ratos, a infusdo em fmol dessa angiotensina reduz a resisténcia vascular periférica
(Sampaio et al., 2003). O heptapeptideo também esta relacionado com o controle do
balango hidroeletrolitico (Santos & Campagnole-Santos, 1994) modulando a excrecdo
de 4dgua e s6dio (Dellipizzi et al., 1994).

Rocks et al. (1999) mostraram que a Ang-(1-7) é um antagonista das respostas
vasculares da Ang II também em artérias humanas e um inibidor da ECA em plasma e
tecidos cardiaco e vascular humanos.

Recentemente, Santos e cols. (2003) reportaram que a Ang-(1-7) é um ligante
endogeno do receptor acoplado a proteina G Mas. O receptor Mas, caracterizado como
um receptor oncogene, era conhecido por influenciar a regulacio fetal da diferenciacio
celular e crescimento (Hanley et al., 1990). Originalmente, o receptor Mas foi
considerado por ser o primeiro receptor de Ang II isolado de tecidos (Jackson et al.,
1988), porém estudos posteriores desproveram esta participagao.

Um dos principais avangos no entendimento do papel patofisiolégico da Ang-(1-7)
estd relatado aos seus efeitos cardiacos. Uma resposta vasodilatadora em artérias
corondrias de cdes e porcos, aortas de ratos e arteriolas renais de coelhos foi atribuida a
Ang-(1-7) (Le Tran et al., 1997, Ren et al., 1998 e Sampaio et al., 2003). Porém,
dependendo da dose e do leito vascular, ela pode também, produzir vasoconstricio
(Osei et al., 1993). Em adi¢do, a Ang-(1-7) inibe, em humanos, a ECA plasmatica, atrial
e arterial, e antagoniza a contragdo arterial induzida pela Ang II (Rocks et al., 1999)

O grande nimero de evidéncias associadas as acdes cardiovasculares da Ang-(1-7)
em oposi¢do aos efeitos atribuidos a Ang II, faz deste peptideo um potencial alvo para o

desenvolvimento de fairmacos associados as doengas cardiovasculares.
2.3.1. SRA e aterosclerose
Estudos em varios modelos animais t€m mostrado que o bloqueio das ac¢des da
Ang II usando inibidores da ECA (Miyazaki et al., 1999 e Grothusen et al., 2005) ou

bloqueadores de AT1 (Strawn et al., 2000; Grothusen et al., 2005; Miyazaki et al., 1999

e Ferrario, 2002) podem ser efetivos em evitar a progressdo da aterosclerose.
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A aterosclerose € uma reacdo inflamatéria cronica e diversos estudos
demonstraram que o SRA estd envolvido em todos os estigios desse processo. A Ang 11
tem um papel crucial na regulacio da resposta inflamatdria vascular por ativar o
recrutamento de células inflamatérias (Kim et al., 1996, Strawn et al., 1999 e Ferrario
2006). Estudos mostram que essa angiotensina aumenta a expressio de VCAM-I1,
ICAM-1 e P-selectina dentro da parede vascular e subsequentemente na circulacio
(Graninger et al., 2004). Além disso, a Ang II também aumenta a expressdo de MCP-1,
que facilita o movimento de mondcitos e células T dentro do tecido vascular lesado
(Ferrario, 2006). Infusio de Ang II eleva a sintese e niveis de TNF-«, IL-6, e
cicloxigenase-2, os quais agem aumentando a resposta inflamatéria (Ferrario, 2006).
Em adicio, células inflamatdrias podem produzir Ang II, resultando em uma resposta de
feedback positivo local, dessa forma perpetuando o ciclo inflamatdrio (Ferrario, 2006).

Diversos estudos mostraram que a Ang Il causa um aumento na liberagdo de
espécies reativas de oxigé€nio (EROs), incluindo perdxido de hidrogénio (H,O,) que
participam da inflamacdo (Das, 2005). A produ¢do de EROs induzida por Ang II,
principalmente pela ativacdo da NADPH oxidase (Girendling et al., 1994), resulta na
inativag¢do quimica do 6xido nitrico (NO), impedindo sua habilidade vasodilatadora e de
anti-agregacdo plaquetdria (Das, 2005). O estresse oxidativo ativado pela Ang II pode
contribuir para aumentar a peroxidagdo lipidica das LDLs (Keidar et al., 1997),
contribuindo para o aciimulo de lipidios na placa aterosclerética. Outro efeito pardcrino
de EROs ¢é a regulacdo da atividade das metaloproteinases pro-MMP-9 e pro-MMP-2
(Rajagopalan et al., 1996), importantes na estabilidade e ruptura da placa (Brasier et al.,
2002).

Nos estdgios finais da aterosclerose, a Ang II estimula o acimulo de matrix
extracelular diretamente e indiretamente por estimular a produgdo de TGF-B (Omura et
al., 1994). Além disso, ela também promove a produgdo de inibidor da ativacdo do
plasminogénio-1, o que leva a uma reducdo no sistema fibrinolitico e provavelmente
contribui para a deposi¢do de fibrina e fibrinogénio (Vaughan et al., 1995).

A Ang-(1-7), em contraste a Ang II, tem acdo antiproliferativa em células da
musculatura lisa vascular (CMLV) e reduz a formacao de neointima (Strawn et al., 1999

e Tallant et al., 1999). Em infusdo continua, esse peptideo tem agdo antitrombdtica

16



Silva, A.R. REVISAO DA LITERATURA

através da liberagdo de NO e prostaglandina (PGL2) e, in vitro, reduz a adesdo
plaquetaria (Kucharewicz et al., 2000). Além disso, a Ang-(1-7) bloqueia os efeitos pro-
oxidantes da Ang II, reduzindo a produgdo do anion superéxido (Polizio et al., 2007).

Considerando essas a¢des vasculares contraregulatérias da Ang-(1-7) em relacdo
aquelas da Ang II e sendo esta dltima uma molécula aterogénica, pode se especular uma
acdo antiaterogénica atribuida a Ang-(1-7).

Diversos estudos tém mostrado a participagdo do SRA na progressdo da
aterosclerose focalizando principalmente o bloqueio desse sistema, seja através de
inibidores da ECA ou por bloqueadores do receptor AT, (Strawn et al., 2000; Miyazaki
et al., 1999; Uehara et al., 2002 ¢ Kowala et al., 1998). Esses trabalhos confirmam a
participacdo efetiva da Ang II em todas as fases do desenvolvimento da aterosclerose,
mas em sua maioria, ndo se atentam para o papel dos demais peptideos
angiotensinérgicos ativos tais como a Ang-(1-7). Como citado anteriormente, a Ang-(1-
7), agindo em seu receptor Mas, possui diversas acdes contrarregulatérias as da Ang II.
Dessa forma, € plausivel se especular uma acdo contraria efetiva da Ang-(1-7) no

desenvolvimento das lesOes aterosclerdticas.

24. AVE 0991

Um importante avango nos estudos relacionados as acdes da Ang-(1-7) e suas
possiveis aplicagdes farmacoldgicas foi a descoberta recente do seu andlogo AVE 0991
(Wiemer et al., 2002). Este composto é um agonista do receptor Mas da Ang-(1-7) nao-
peptidico e ativo oralmente que mimetiza os efeitos dessa angiotensina em muitos
tecidos (Santos et al., 2006).

Wiemer e cols. (2002) observaram que o AVE 0991 compete pelos sitios de
ligacdo da Ang-(1-7) e libera 6xido nitrico/superéxido com perfil similar ao da Ang-(1-
7). Um efeito antidiurético foi atribuido ao AVE 0991, possivelmente através da ligacdo
no receptor Mas, em estudos recentes realizados por Pinheiro e cols. (2004). Em anéis
aorticos isolados de murinos esse agonista apresenta um efeito vasodilatador
dependente da concentracdo (Lemos et al., 2005). Em adi¢do, uma potenciacdo da
vasodilatacdo induzida por acetilcolina tem sido atribuida ao AVE 0991 em ratos Wistar

(Faria-Silva et al., 2005). Estudos recentes também mostraram prevengao dos danos em
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orgios-alvo induzidos por tratamento com L-NAME em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (Benter et al., 2006). Mais recentemente, Ferreira et al. (2007)
mostraram que o AVE 0991 tem efeito cardioprotetor sobre o remodelamento cardiaco
induzido por isoproterenol.

Compostos ndo peptidicos sdo importantes na terapia farmacoldgica devido a
resisténcia a enzimas proteoliticas e com isso, possibilidade de administragdo oral. Com
a descoberta da ECA2 e das agdes do eixo ECA2 — Ang-(1-7) — Mas, substincias que
sejam capazes de interferir nesse eixo podem aparecer como novas classes de drogas
para o tratamento de doencas renais e cardiovasculares (Santos et al., 2006). Dessa
forma, o AVE 0991 se torna um candidato promissor nas terapias de doencgas

cardiovasculares.

2.5. O hamster como modelo no estudo de hipercolesterolemia e

aterosclerose

A maioria das informagdes existentes que basearam nosso entendimento sobre o
processo aterosclerdtico tem sido adquirida através de estudos em animais. Neste
contexto, varios modelos animais t€m sido usados no estudo da hipercolesterolemia e
aterosclerose. Ratos sdo resistentes ao desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas,
mesmo com dietas ricas em colesterol. Esse fato pode ser explicado pela auséncia, nesse
modelo, da proteina de transferéncia do éster de colesterol (CETP), e pela HDL ser a
principal proteina tranportadora de colesterol (Moghadasian et al., 2002). Coelhos tém
sido utilizados como modelo de aterosclerose pelo rdpido desenvolvimento de lesdes
aortica (Daley er al., 1994). Porém eles sdo totalmente vegetarianos e possuem
metabolismo do colesterol diferentes dos humanos (Nistor et al., 1987).

O hamster (Mesocricetus auratus) tem sido amplamente empregado em estudos
sobre aterosclerose devido a indmeras caracteristicas que fazem desse animal um
excelente modelo para essa patologia (Pien et al., 2002). Eles sdo onivoros, t€m baixo
custo para aquisicio e manutengdo, sdo susceptiveis ao desenvolvimento das lesdes
aterosclerdticas (Nistor et al., 1987), além de possuirem composicdo celular e nao-
celular de cada estiagio da lesdo similares aos humanos (Pien et al., 2002). Hamsters,

como humanos, possuem limitada capacidade de sintese de colesterol pelo figado
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(Spady & Dietschy 1988 e Spady et al.; 1985), por isso os hepatdcitos de ambos nio sdo
prontamente adaptados a alteragdes no fluxo de colesterol, e dessa forma, uma mudanga
na dieta altera a taxa de transporte pela LDL. Além disso, hamsters, particularmente a
raca F;B, alimentados com uma dieta rica em colesterol e lipidios apresentam elevacio
dos niveis de colesterol primariamente por aumentar as fragdes LDL e VLDL (Spady et
al., 1985). Hamsters s@o animais considerados HDL, ou seja, possuem niveis elevados
dessa fracdo, mas a despeito disso, a maioria dos estudos considera esse animal um
excelente modelo para estudos sobre a aterosclerose (Bravo et al., 1993; Sicart et al.,
1984 e Goulinet & Chapman, 1993).

As lesdes aterosclerdticas em hamsters tém sido produzidas com dieta comercial
suplementada com diferentes niveis de colesterol e gorduras (Pien et al.; 2002 e Wilson
et al.; 1999). O aparecimento de células em espuma e estrias de gordura na intima do
arco adrtico, tipicas das lesdes ateroscleréticas iniciais, foram encontradas depois de 4
semanas por Nistor (1987) e 8 semanas por Kowala (1998) ambos utilizando dietas
comerciais. Entretanto, em estudos designados para avaliar o efeito de nutrientes
especificos e substincias sintéticas sobre a progressao e regressdo da aterosclerose, é

essencial uma dieta semi-purificada bem definida (Kahlon et al.;1997).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo serd avaliar os efeitos do AVE 0991, analogo
nao peptidico da Angiotensina (1-7), sobre pardmetros cardiovasculares e metabdlicos

em hamsters submetidos a dieta hipercolesterolémica.

3.2. Objetivos especificos

Padronizar o modelo para estudo da progressao da aterosclerose.

Avaliar os parimetros bioquimicos do perfil lipidico de hamsters

hipercolesterolémicos e controles, tratados ou ndo com AVE 0991.

Avaliar os pardmetros bioquimicos de estresse oxidativo de hamsters

hipercolesterolémicos e controles, tratados ou ndo com AVE 0991.

Avaliar a pressdo arterial e frequéncia cardiaca em hamsters controle e
submetidos aos procedimentos experimentais (tratados com AVE 0991) e dieta

hipercolesterolémica.
Avaliar, através de andlise histoldgica, o desenvolvimento ou ndo de lesdes

aterosclerdticas em hamsters hipercolesterolémicos e controles, tratados ou ndo com

AVE 0991.

20



Silva, A.R. MATERIAIS E METODOS

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados hamsters machos albinos, com aproximadamente 1 més de
idade, pesando em média 50 g, provenientes do Laboratério de Nutricdo Experimental
do Departamento de Alimentos, Escola de Nutrigdo da Universidade Federal de Ouro

Preto.

4.2. Dietas

A dieta controle foi preparada conforme as recomenda¢des da AOAC, 1980. A
dieta hipercolesterolémica diferiu da dieta controle na substitui¢do da gordura de coco
por 6leo de soja e auséncia de colesterol (Tabela 1). Uma maior quantidade de fibra e
menor quantidade de amido de milho foram utilizadas na dieta hipercolesterolémica
para que essa se tornasse isocalérica em relacdo a dieta controle. Ambas as dietas foram
preparadas no Laboratério de Nutricdo Experimental, Escola de Nutri¢cdo, Universidade

Federal de Ouro Preto.

4.3. Desenho experimental

Os animais foram divididos em quatro grupos (figura 2) de acordo com a dieta
recebida e do tratamento ou ndo com AVE 0991 (0,5mg/Kg):

- Grupo Controle: animais que se alimentavam de dieta controle e ndo foram
tratados com AVE 0991 (0,5mg/Kg).

- Grupo Controle tratado: animais que se alimentavam de dieta controle e foram
tratados com AVE 0991 (0,5mg/Kg).

- Grupo Hiper ndo tratado: animais que se alimentavam de dieta
hipercolesterolémica e ndo foram tratados com AVE 0991 (0,5mg/Kg).

- Grupo Hiper tratado: animais que se alimentavam de dieta hipercolesterolémica

e foram tratados com AVE 0991 (0,5mg/Kg).
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[ Hamsters machos J
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Dieta Controle . Dieta P
Hipercolesterolémica
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Sem tratamento Tratado Sem tratamento Tratado
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Controle sem ’ ' .
Controle AVE Hiper sem AVE Hiper AVE
AVE
120 —
dias

Figura 2. Organograma dos grupos experimentais de acordo com o tipo de dieta e tratamento recebidos.

As dietas foram ministradas a todos os grupos experimentais durante 120 dias.
Esse tempo de dieta tem sido caracterizado por apresentar lesdes iniciais
aterosclerdticas em hamsters (Pien et al., 2002). O peso dos animais foi acompanhado

semanalmente. O tratamento com AVE 0991 foi realizado conforme descrito no item

4.4 dos materiais € métodos.
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Tabela 1: Composi¢do das dietas controle e hipercolesterolémica em gramas para cada

1000g de dieta (AOAC Modificada)

Dieta
Nutrientes Controle Hipercolesterolémica

Caseina 120 120
Mistura de Sais® 50 50
Mistura de Vitaminas® 10 10
Oleo*/gordura de coco™* 80* 170%%*
Colesterol - 5
Colina 4 4
Celulose 10 120
Amido de milho 726,00 521,00
Calorias 4118.4 4153,4

*Mistura de sais (g/kg da mistura): NaCl — 139,3/ Kl — 0,79 / MgSO4 7TH20 — 57,3 /
CaCOs3-381,4 / MgS0O4 H20 — 4,01 / FeS 04 7H20 — 27,0 / ZnSO4 TH20 — 0,548 / CuSO4
5H20 — 0,477 / CoCl25H20 — 0,023 / KH2PO4 — 389,0. "Mistura de vitaminas (g/Kg de
mistura): acetato de retinol — 2.000.000 IU / colecalciferrol — 200.000 IU / &4cido p-amino
benzéico — 10,00 / I-inositol — 10,00 / niacina — 4,00 / pantotenato de cdlcio — 4,00 /
riboflavina — 0,80 / tiamina HCL — 0,50 / piridoxina HCL - 0,50 / 4cido félico — 0,20 /
biotina — 0,040 / vitamina B, — 0,003 / sacarose — q.s.p. 1.000 / a-tocoferol — 10.000 IU.
*Dieta controle: 80ml de o6leo/kg; **Dieta hipercolesterolémica: 170ml de gordura de

coco/Kg.

4.4. Tratamento com AVE 0991

Para o tratamento dos animais com AVE 0991 foi preparada uma solucio estoque
(10 mg de AVE 0991 em 1 ml de KOH 10 mM). Dessa solucdo foram obtidas aliquotas
de 50pL. em tubos de polietileno Eppendorf® que permaneceram congeladas até o
momento de uso. A cada aliquota foram acrescentados 2,5 ml de 4gua destilada e
homogeneizado no aparelho Voértex.

Os animais receberam diariamente, durante o ultimo més de experimento, 1 ml

dessa solugdo final de AVE 0991, por gavagem, correspondente a dose de 0,5 mg/kg.
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4.5. Amostras Bioldgicas

4.5.1. Peso corporal e peso de 6rgaos

O ganho de peso foi determinado, semanalmente a partir do inicio do protocolo
experimental. Ao final do protocolo, os animais foram instrumentados (conforme
descrito nos itens 4.8.2; 4.8.3 e 4.8.4 dos materiais e métodos), para avaliagdes
cardiovasculares de pressdo arterial média e freqiiéncia cardiaca. Apds a realizacdo
destes experimentos os animais foram sacrificados e o figado, coragéo, baco, rins e
pulmdes foram extraidos, pesados e acondicionados em recipiente protegido da luz
contendo solugdo de formol tamponado a 3,7%. As andlises dos pesos dos 6rgaos foram

realizadas pelo peso especifico (razido peso do 6rgdo pelo peso corporal).

4.5.2. Obtencao do soro

O soro dos animais foi colhido antes do inicio do experimento e mensalmente
durante a realiza¢do do experimento. As amostras de sangue foram colhidas em tubos
de polietileno. Os animais em jejum de 8 horas foram anestesiados com éter etilico, o
sangue foi obtido através do plexo retroorbital com auxilio de uma pipeta de Pasteur
contendo heparina sddica (25000 UI/S mg) diluida 1:10 e centrifugado a 15000 rpm por
15 minutos para obten¢do do soro. No final do experimento, o sangue foi colhido em
tubos de polietileno via catéter inserido na artéria femural e centrifugado a 15000 rpm

por 15 minutos para a obten¢do do soro.

4.6. Parametros bioquimicos

4.6.1. Dosagens bioquimicas utilizando Kits comerciais

As dosagens das concentracdes séricas de colesterol total, HDL-colesterol,
triglicérides e a determinagdo da atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT)
foram realizadas conforme as orientacdes do fabricante dos kits comerciais (Labtest

Diagnéstica). Todas as amostras foram lidas no Espectrofotdmetro FEMTO 600 Plus.
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No Anexo I, encontram-se detalhes da execugdo e os principios das técnicas de cada

dosagem mencionada acima.

4.6.2. Determinacao da atividade da enzima paraoxonase

A dosagem da atividade arilesterase da enzima paraoxonase (PON) foi realizada
conforme Beltowski et al. (2002), tendo como base a velocidade de hidrélise do
fenilacetato.

Para este procedimento, foi preparada uma solucio contendo 1pl de fenilacetato
em 1500ul de Tris HCl 9mM pH 8. Dessa solucdo foi retirado 1ml e misturados com
4ml de Tris HCl1 9mM pH 8. A essa solugdo final foram acrescentados 10ul de soro e a
absorbancia do teste obtida a 270nm em exatamente 3 minutos. A leitura do branco foi
realizada como descrito acima, porém sem a adi¢do da amostra de soro e foi subtraido
das absorbancias obtidas. A atividade enzimdtica de PON foi expressa em umoles de
produto formado (fenol) por minuto pela dilui¢do final em ml. Foi utilizado o
coeficiente de absortividade do fenilacetato 1310 (mol/L’lcm'l). As leituras foram

realizadas no espectrofotometro 700S com fonte de luz Ultra Violeta.
4.6.3. Sulfidrilas totais

A determinag@o dos radicais sulfidrilas foi obtida segundo Sedlak et al., (1968)
utlizando o 4cido 5,5’-Ditio-bis (2-nitrobenzoico), DTNB (reagente de Ellman),
conforme padronizacio do Laboratério de Nutricdo Experimental — ENUT/ UFOP.

Os grupos tidis reagem com DTNB formando um composto colorido, que absorve
luz a 412 nm. No ensaio para determinacdo do SH total foi preparada uma solucdo
padrdo contendo 949l de Trietanolamina-HCI (TEA) e 49 pl de glutationa estoque (12
mg de cisteina + Sml de TEA). Esta solucdo foi utilizada para a constru¢do da primeira

curva conforme tabela abaixo:
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Tabela 2: Dilui¢des da solucdo padrio em trietanolamina-HCL (TEA).

0 50 100 250 500 1000
Padrao 0 25 50 125 250 500
TEA 500 475 450 375 250 0

Em seguida, foi obtida a segunda curva de acordo com a tabela 3:

Tabela 3: Quantidades (ul) dos reagentes utilizados para o preparo da curva padrio

necessdria para o cdlculo das sulfidrilas totais.

0 50 100 250 500 1000
Padrao 1?
40 40 40 40 40 40
Curva
Tris
150 150 150 150 150 150
pH=8,2
DNTB 50 50 50 50 50 50
Metanol 800 800 800 800 800 800

Para cada amostra foi pipetado 40ul de soro, 50ul de DNTB, 150ul de Tris - pH
8,2 e 800ul de metanol, centrifugado a 3000 GS durante 5 minutos a 25°C. Foram feitas
duas solucdes para serem utilizadas como o branco: branco 1 (B1) composto de 50ul de
DNTB, 150ul de Tris - pH 8,2 e 800ul de metanol e branco 2 (B2) de 150ul de Tris -
pH 8,2 e 800ul de metanol. A leitura da 2° curva, das amostras e do B1 foram realizadas
no espectrofotdmetro FEMTO 600 plus. O B2 foi utilizado para zerar o aparelho. As

concentracdes sdo expressas em wmol/L.

4.6.4. Determinacao da atividade da catalase

A dosagem da atividade da enzima catalase foi modificada de Beutler (1975),
sendo realizada conforme padronizagdo do Laboratério de Nutricio Experimental —

ENUT/ UFOP.
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A atividade da catalase foi determinada medindo-se a redugdo do perdxido de
hidrogénio (H,O;) cineticamente, durante 5 minutos, pela leitura espectrofotométrica a
240 nm. Para o ensaio, utilizaram-se 40ul de agua destilada, 5S0pl de tampao fosfato,
10ul de soro e 900ul de solugdo H,O, 20mM preparada no momento da leitura. Para
cada amostra havia um branco (990ul de tampao fosfato + 10 pl de soro). Os cédlculos
consideram o valor de 39,4 M cm™ como coeficiente de absortividade do perdxido de
hidrogénio. A atividade da catalase foi expressa como pmoles de substrato (H,O»)

reduzido por minuto a 37°C.
4.7. Avaliacdo dos parametros cardiovasculares

4.7.1. Anestesia

Para a implantacdo da canula na artéria femural, os animais foram anestesiados

intraperitonialmente com uretana na dose 1,2 g/ kg.
4.7.2. Confeccio da canula implantada na artéria

Na confec¢do da canula foram utilizados tubos de polietileno PE 10 de 2 cm,
soldado por aquecimento a outro tubo de polietileno PE 50 de 15 cm. Antes de ser
implantada, a cénula foi preenchida com solucdo fisiolégica (NaCl 0,9%) e a

extremidade do PE 50 foi obstruida com um pino de metal.
4.7.3. Canulacao da artéria aorta abdominal

Os animais foram colocados em dectbito dorsal em uma prancha cirirgica
realizando-se uma pequena incisdo na pele da pata traseira direita, separando a
musculatura para localizagdo do feixe vdsculo-nervoso femural. A cénula foi
introduzida na aorta abdominal, via artéria femural, para registro dos pardmetros
cardiovasculares e amarradas junto ao feixe com fio cirdrgico. Em seguida, foi injetada
na canula 0,5 ml de salina heparinizada (heparina sédica 25.000 UI /5 ml) a fim de se

evitar a formagdo de codgulo durante o registro da PA e posteriormente foi conectada ao
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transdutor. Depois do registro da pressao arterial, o sangue foi colhido via cdnula como

descrito anteriormente (intem 4.5.2).

4.7.4. Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

A pressdo arterial foi monitorada por um transdutor de pressdo modelo Gould
conectado a um amplificador (PM-1000, CWE). O sinal de pressdo arterial pulsatil é
derivado para um cardiotacometro (PM-1000,CWE) para se obter a freqiiéncia cardiaca
e para um registrador (Gould). A pressdo arterial pulsatil e freqiiéncia cardiaca foram
continuamente amostradas por um sistema de conversdo analdgico/digital de 12 bits
(Powerlab 4. 0. 4) a uma freqiiéncia de 800 Hz e armazenados em disco rigido (PC).
Posteriormente, o sinal foi processado por um software (Powerlab 4. 0. 4) para se obter
a pressdo arterial média (PAM), as caracteristicas temporais e as alteragdes maximas

dos pardmetros desejados.

4.8. Analise histopatologica

Para avaliar as alteracdes histopatoldgicas no tecido hepatico foram coletados
fragmentos do figado e processados em processador histolégico (OMA Metaltirgica)
através de banhos sucessivos com duracdo de 60 minutos de dlcool (70%, 80% e 90%),
dlcool absoluto, xilol e parafina, respectivamente. Este material foi fixado em blocos de
parafina. Os blocos contendo os fragmentos de tecidos foram submetidos a microtomia
com 4 um de espessura. Foi realizada a colorag@o de rotina Hematoxilina-Eosina (HE)
pra uma observacgdo geral das possiveis alteracdes histopatoldgicas. Todo o processo de
coloracdo e montagem de laminas era realizado em capela (GP Cientifica).

Os tecidos cardiaco e adrtico foram retirados do formol, lavados, congelados, e
incluidos em Tissue - Tek® para cortes em criostato a -30°C. Foram realizados cortes
semi-seriados com 20 wm de espessura e corados pelo Sudam III para visualizagdo de

possiveis acimulos de lipidios.

4.9. Analise estatistica
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Todos os resultados foram expressos com médias + EPM. A comparacio entre os
grupos foi feita utilizando-se ANOVA Two-way seguido de post hoc de Bonferroni
quando apropriado. Comparacdes entre antes e depois do tratamento no mesmo animal
foram feitas pelo teste “t” de Student para observagdes pareadas. Para observacdes
entre animais diferentes foi utilizado o teste “t” de Student ndo pareado. Estas andlises
foram realizadas no software Graphpad Prism Project (versdo 4.00). Foram

consideradas diferencas significativas para p < 0.05.
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S. RESULTADOS

5.1 Parametros biolégicos

5.1.1. Ganho de peso corporal e peso dos orgaos

A figura 3 apresenta o ganho de peso final apés 120 dias do protocolo
experimental em hamsters alimentados com dieta controle ou hipercolesterolémica,
tratados ou ndo com AVE 0991. Verificamos que tanto o tratamento quanto a dieta néo
influenciaram significativamente o ganho de peso corporal final entre os grupos
(Controle: 46,73 + 1,32 g, n=11; Controle AVE: 57,71 + 4,77 g, n=7; Hiper: 55,7 +
3,37g, n=10; Hiper AVE: 56,11 +4,26 g, n=9). Além disso, ndo houve interacdo entre o
tratamento com AVE 0991 e o tipo de dieta (p > 0,05).

70+
= Sem AVE
Chad T mmm Com AVE
§ 50- e —
o 404
)
-g 30- Valor de p
= alor de
& 20+ Dieta Ns
O 104 Tratamento Ns
Interacdo  Ns
0
Controle Hiper

Dieta

Figura 3: Ganho de peso (g) em hamsters alimentados com dieta controle ou hipercolesterolémica
(Hiper), tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou ndo com AVE 0991 (0,5mg/Kg) (Controle,
n=11; Hiper, n=10). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo; diferenca significativa, p < 0,05.
NS= Nio significativo, p > 0,05
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5.1.2. Peso dos orgaos

Os dados da tabela 4 mostram a relagdo peso d6rgdo/peso corporal do coracio,
figado e bago, em hamsters alimentados com dieta controle ou hipercolesterolémica,
tratados ou ndo com AVE 0991. A dieta e o tratamento ndo interferiram
significativamente no peso do coragdo, assim como também nao houve interag@o entre o
tratamento e a dieta (p > 0,05).

Ao observarmos o peso relativo do figado, verificamos que os grupos que
receberam dieta hiper apresentaram um aumento significativo no peso do figado em
relacdo aos animais do grupo controle (p < 0,05). Através da ilustragdo da figura 4
pode-se notar os tamanhos acentuadamente diferentes dos figados entre os grupos
controle (sem tratamento em A e tratados em C) e hiper (sem tratamento em B e
tratados em D). O tratamento com AVE 0991 nio influenciou significativamente o peso
do figado dos animais (p > 0,05) e também nao houve interagdo entre o tratamento e a
dieta (p > 0,05). A figura 4 ilustra também o aspecto macroscépico do figado dos
animais, sendo possivel observar uma coloracio esbranquicada no figado daqueles que
receberam dieta hiper (B e D), devido ao aumento na concentragéo lipidica nesse 6rgdo.

O peso relativo do bago nio foi influenciado pela dieta (p > 0,05) ou tratamento
com AVE 0991 (p > 0,05). Nao houve interacio entre o tratamento com AVE 0991 e a
dieta (p > 0,05).

Os dados da tabela 5 mostram a relacdo peso 6rgdo/peso corporal dos rins direito
e esquerdo e do pulmido, em hamsters alimentados com dieta controle ou
hipercolesterolémica, tratados ou ndo com AVE 0991. Verifica-se que o peso relativo
dos rins, tanto direito quanto esquerdo, foi influenciado significativamente pela dieta,
sendo que os animais que recebiam dieta hiper apresentavam valores significativamente
menores em relacdo aos animais que receberam dieta controle (p < 0,05). O tratamento
com AVE 0991 ndo influenciou no peso relativo dos rins, assim como também néo
houve interagdo entre o tratamento e a dieta (p > 0,05).

Em relagdo ao peso relativo do pulmao, verificamos que este nao foi influenciado
pela dieta (p > 0,05) ou tratamento com AVE 0991 (p > 0,05). Nao houve interacdo
entre o tratamento com AVE 0991 e a dieta (p > 0,05).
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Tabela 4: Peso relativo do coragdo, figado e bago (mg/g de peso corporal) em hamsters

alimentados com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo com AVE

0991.

Relac¢ao peso orgao/ peso corporal

Grupo
experimental . 3
Coracao Figado Baco
Controle 5,7+0,13 34,77+0,76 1,1 £0,09
Hiper 54+0,13 57,7+ 011,04" 0,9 + 0,06
Controle AVE 5,6 £0,17 30,8 + 0,49 1,0 £0,05
Hiper AVE 5,5+0,08 58,8 +£0,55" 0,9 + 0,05
Valor de p
Dieta Ns < 0,05 Ns
Tratamento Ns Ns Ns
Interacao Ns Ns Ns

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo; * em relagdo aos grupos controles, p < 0,05. NS=
Nao significativo, p > 0,05. Legenda: Hiper = Dieta Hiper sem Tratamento com AVE, n=10; Controle =
Dieta controle sem Tratamento com AVE, n=8; Hiper AVE = Dieta Hiper com Tratamento de AVE, n=9;
Controle AVE = Dieta Controle com tratamento de AVE, n=7.
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A

Figura 4: Fotos ilustrativas dos figados de hamsters alimentados com dieta controle (sem
tratamento, painel A; e tratados, painel C) ou hipercolesterolémica (sem tratamento,

painel B; e tratados, painel D). ABCD (X3,5). Escala: cm.
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Tabela 5: Peso relativo dos rins direito e esquerdo e do pulmao (mg/g de peso corporal)
em hamsters alimentados com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo

com AVE 0991.

Relacio peso 6rgao/ peso corporal

Grupo
experimental
Rim D Rim E Pulmao
Controle 34+ 0,14 3,7+ 110,18 5,4+ 110,16
Hiper 3,1 £0,07* 3,2 £ 110,07* 5,1£0,14
Controle AVE 32+ 0,12 3,6 £ 10,24 5,1 +£0,39
Hiper AVE 3,0+ 0,0008%* 3,2+£0,0009% 49+ 0,12
Valor de p

Dieta < 0,05 < 0,05 Ns
Tratamento Ns Ns Ns
Interacio Ns Ns Ns

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo; * em relagdo aos grupos controles, p < 0,05. NS=
Nao significativo, p > 0,05. Legenda: Hiper = Dieta Hiper sem Tratamento com AVE, n=10; Controle =
Dieta controle sem Tratamento com AVE, n=8; Hiper AVE = Dieta Hiper com Tratamento de AVE, n=9;
Controle AVE = Dieta Controle com tratamento de AVE, n=7. Rim D = rim direito; Rim E = rim
esquerdo.

5.2. Parametros bioquimicos

5.2.1. Lipidios: niveis séricos de colesterol total, HDL, n-HDL, razio HDL/n-
LDL e triglicérides.

A figura 5 apresenta os niveis séricos de colesterol total em hamsters alimentados
com dieta controle ou hipercolesterolémica. Observa-se que ndo houve diferenca
significativa no nivel basal, antes de iniciar a administracdo da dieta, entre os grupos
controle e hipercolesterolémico (p > 0,05). Apds 30 dias do inicio da administracdo das

dietas verifica-se uma elevacdo significativa no nivel de colesterol para o grupo hiper
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quando comparado ao controle (Controle 30 dias: 73,0 = 3,8 mg/dL, n=14 e Hiper 30
dias: 284,0 = 8,0 mg/dL, n= 20). Esse aumento nos niveis de CT se manteve durante
todo o curso do experimento, porém ndo aumentou proporcionalmente ao tempo de
dieta (Controle 60 dias: 80,8 + 2,8 mg/dL, n=14 e Hiper 60 dias: 328,2 + 29,3 mg/dL,
n= 20; Controle 90 dias: 88,6 + 3,4 mg/dL, n=13 e Hiper 90 dias: 303,5 + 22,4 mg/dL,
n= 20; Controle 120 dias: 82,0 + 4,2 mg/dL, n=13 e Hiper 120 dias: 301,1 + 13,7
mg/dL, n= 20).

400+

) # 3 Controle
% * *# *# Y .
B 3004 # 7 ' A Hiper
g 300 } / 7/ 7
= A o |
gzoo- % % % %
e L]
3100 - % / / /

Basal 30 60 90 120

Dias

Figura 5: Niveis séricos de colesterol total em hamsters alimentados com dieta controle (n= 13) ou
hipercolesterolémica (n=20). Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em
comparacdo a dieta controle. #p<0,05 em comparacdo ao CT no tempo basal (teste “t” de Student
para observacgdes pareadas e nio pareadas).

O tratamento com AVE 0991 ndo influenciou significativamente os niveis de CT
(p > 0,05) em ambos os grupos, como mostra os dados da tabela 6 e ndo houve intera¢do
entre tratamento e dieta (p > 0,05). Também ndo houve diferenca significativa entre os
niveis de CT antes e apds o tratamento com AVE 0991, tanto no grupo controle quanto
no grupo hiper (p > 0,05).

Em relacdo aos niveis séricos de colesterol presentes na lipoproteina HDL (figura
6) em hamsters alimentados com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo
com AVE 0991, pode-se observar que a dieta teve efeito significativo, no qual os
animais dos grupos que receberam dieta hiper (Hiper: 140,5 + 7,3 mg/dL, n= 20 e Hiper
AVE = 124.8 £+ 6,9 mg/dL, n=9) apresentaram elevac¢io significativa do colesterol HDL
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em relagdo aos grupos que receberam dieta controle (Controle: 36,5 + 1,7 mg/dL, n=13
e Controle AVE: 37,8 + 2,9 mg/dL, n=7). Nao houve efeito do tratamento e nem
interacdo entre a dieta e o tratamento com AVE 0991 sobre os niveis de HDL colesterol

(p > 0,05).

Tabela 6: Niveis séricos de colesterol total em hamsters alimentados com dieta controle

ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo com AVE 0991 (0,5mg/Kg), antes e apos

tratamento.
Grupo experimental

Tempo
Controle AVE Hiper AVE

Antes
(90 dias -mg/dL) 82,7+ 13,1 2563+ 11,6

Apos
(120 dias - mg/dL) 99,0 + 8,5 256,8 £ 21,6

Valores expressos em média + erro padrdo da média. (teste “t” de Student para observacdes pareadas).
Legenda: Hiper AVE = Dieta Hiper com Tratamento de AVE, n=9; Controle AVE = Dieta Controle com
tratamento de AVE, n=7.

200~
—1Sem AVE
N Com AVE
3 150+ J—
B
O)
£ 100-
—
(] Valor de p
L 501 Dieta <0,05
Tratamento Ns
0 Interacio Ns
Controle Hiper
Dieta

Figura 6: Niveis séricos da fracdo HDL em hamsters alimentados com dieta controle ou
hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou ndo com AVE 0991 (0,5mg/Kg)
(Controle, n=13; Hiper, n=20). Os dados s@o expressos como média + erro padrdo; p < 0,05. NS= Nio
significativo, p > 0,05.
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A figura 7 mostra os niveis séricos de colesterol presentes nas demais fracdes
lipoprotéicas, ndo HDL (n-HDL), em hamsters alimentados com dieta controle ou
hipercolesterolémica, tratados ou ndo com AVE 0991. Os animais que receberam dieta
hiper (Hiper: 160,6 £ 10,9 mg/dL, n=20 e Hiper AVE: 132,0 + 16,8 mg/dL, n=9)
apresentaram valores de colesterol n-HDL superiores em relacdo aos animais que
receberam dieta controle (Controle = 45,5 + 3,8 mg/dL, n= 13 e Controle AVE = 61,2 +
6,7 mg/dL, n=7). Assim como observado para os valores de HDL, nao houve efeito do
tratamento (p > 0,05) e interacdo entre a dieta e o tratamento com AVE 0991 sobre os

niveis do colesterol n-HDL (p > 0,05).
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Figura 7: Niveis séricos do colesterol presente nas fragdes n-HDL em hamsters alimentados com dieta
controle ou hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou ndo com AVE 0991
(Controle, n=13; Hiper, n=20). Os dados sdo expressos como média + erro padrio; p < 0,05. NS= Nao
significativo, p > 0,05.

Observando-se a relagdo entre as fragcdes n-HDL/HDL (figura 8), nota-se que a
dieta diminuiu significativamente essa razdo (Hiper: 1,20 + 0,1 1 n=20; Hiper AVE:
1,05 = 0,11 n=9; Controle: 1,29 + 0,13 n=13; Controle AVE: 1,64 £+ 0,17 n=7). Nao
houve efeito significativo do tratamento com AVE 0991 sobre os valores da razdo entre
as fragdes lipoprotéicas n-HDL/HDL (p > 0,05). A interagdo entre o tratamento e a dieta
nao foi significativa (p > 0,05).

A figura 9 apresenta os niveis séricos de triglicérides em hamsters alimentados
com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo com AVE 0991. Verifica-

se que a dieta hipercolesterolémica elevou significativamente os valores séricos de
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triglicérides (Hiper: 159,8 + 15,2 mg/dL, n=16; Hiper AVE: 170,4 £ 5,99 mg/dL, n=9)
quando comparada a dieta controle (Controle: 110,9 £ 14,7 mg/dL, n=11; Controle
AVE: 131,2 £ 7,10 mg/dL, n=7). N@o houve efeito do tratamento com AVE 0991 ou

interacdo entre tratamento com AVE e o uso da dieta (p > 0,05).
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Figura 8: Razdo entre a fragdes de colesterol n-HDL/HDL em hamsters alimentados com dieta controle
ou hipercolesterolémica, tratados por 30 dias (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou ndo com AVE
0991(0,5mg/Kg) (Controle, n=13; Hiper, n=20). Os dados sdo expressos como média + erro padrio;
diferenca significativa, p < 0,05. NS= Nao significativo, p > 0,05.
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Figura 9: Os niveis séricos de triglicérides em hamsters alimentados por 120 dias com dieta controle ou
hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou ndo com AVE 0991(0,5mg/Kg)
(Controle, n=11; Hiper, n=16). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo; diferenca
significativa, p < 0,05. NS= Nao significativo, p > 0,05.
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5.2.2. Funcao hepatica: alanina aminotransferase (ALT)

A atividade enzimdtica da ALT (figura 10) foi significativamente maior nos
animais que receberam a dieta hipercolesterolémcia (Hiper: 117,3 + 8,87 Um/ml, n=10
e Hiper AVE: 125,1 + 8,88 Um/ml, n=9) quando comparados aos animais que
receberam dieta controle (Controle: 42,97 + 11,25 Um/ml, n=6 e Controle AVE: 65,14
+ 12,83 Um/ml, n=7). O tratamento com AVE 0991, bem como a intera¢do entre o
tratamento e a dieta ndo provocaram qualquer efeito sobre a atividade da ALT (p >

0,05).
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Figura 10: Atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) em hamsters alimentados por 120 dias
com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou nido com
AVE 0991(0,5mg/Kg) (Controle, n=6; Hiper, n=10). Os dados sdo expressos como média + erro padrao;
p < 0,05. NS= Nio significativo, p > 0,05.

5.2.3. Estresse oxidativo: catalase, paraoxonase (PON) e sulfidrilas totais

A figura 11 apresenta a atividade da enzima catalase em hamsters alimentados
com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo com AVE 0991. A
atividade dessa enzima apresentou-se significativamente elevada nos animais que
receberam a dieta hipercolesterolémica (Hiper: 0,2249 + 0,0321 pmoles/min, n=16;
Hiper AVE: 0,1777 = 0,0259 pmoles/min, n=9) quando comparados aos animais que
receberam a dieta controle (Controle: 0,1142 + 0,0083 pmoles/min, n=10; Controle

AVE: 0,0761 + 0,016 pmoles/min, n=6). Verifica-se ainda, que o tratamento com AVE
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0991 ndo influenciou a atividade da catalase (p > 0,05). Ndo houve interacdo

significativa entre a dieta e o tratamento com AVE 0991 (p > 0,05).
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Figura 11: Atividade da enzima catalase em hamsters alimentados com dieta controle ou
hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=6; Hiper AVE, n=9) ou ndo com AVE 0991 (0,5mg/Kg)
(Controle, n=10; Hiper, n=16). Os dados sdo expressos como média + erro padrio; p < 0,05. NS= Nao
significativo, p > 0,05.

Em relacdo a atividade arilesterase da paraoxonase (PON) (figura 12) verifica-se
que os animais que foram tratados com AVE 0991 (Hiper AVE: 0,2959 + 0,0364
pmoles/min, n=7 e Controle AVE: 0,2661 + 0,0199 umoles/min, n=7) apresentaram
diminuicdo significativa em relagdo aos animais que ndo receberam tratamento (Hiper:
0,4099 + 0,0253 pmoles/min, n=19 e Controle: 0,3771 + 0,0152 pmoles/min, n=12). O
tipo de dieta ndo alterou a atividade da PON e ndo houve interacdo entre o tratamento
com AVE 0991 e a dieta (p > 0,05).

A figura 13 apresenta os valores das sulfidrilas totais em hamsters alimentados
com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo com AVE 0991. Verifica-se
que tanto a dieta, o tratamento quanto a interacio de ambos influenciaram
significativamente na quantidade de radicais sulfidrilas presentes no soro. Os niveis de
sulfidrilas foram maiores nos animais que receberam dieta controle (Controle: 375,6 +
26,0 Um/ml, n=13; Controle AVE: 645,1 + 37,10 Um/ml, n=7) em relacdo aos que
receberam dieta hiper (Hiper: 305,4 + 25,5 Um/ml, n=18; Hiper AVE: 287,2 + 61,0
Um/ml, n=7). O tratamento com AVE 0991 aumentou significativamente os valores de

sulfidrilas séricas nos grupos experimentais e houve interaco entre tratamento e dieta.
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Figura 12 Atividade da enzima paraoxonase (PON) em hamsters alimentados por 120 dias com dieta
controle ou hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=7) ou ndo com AVE 0991
(0,5mg/Kg) (Controle, n=12; Hiper, n=19). Os dados sdo expressos como média * erro padrdo; p < 0,05.
NS= Nao significativo, p > 0,05.
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Figura 13: Niveis de sulfidrilas totais em hamsters alimentados por 120 dias com dieta controle ou
hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=7) ou ndao com AVE 0991(0,5mg/Kg)
(Controle, n=13; Hiper, n=18). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo; letras superescritas
diferentes indicam diferenca significativa; p < 0,05. NS= Nao significativo, p > 0,05.
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5.3. Parametros cardiovasculares: pressao arterial média (PAM) e

freqiiéncia cardiaca (FC)

As figuras 14 e 15 apresentam os niveis basais de PAM (mmHg) e FC (bpm) em
hamsters alimentados com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados ou ndo com
AVE (0,5mg/Kg), respectivamente. Os niveis da PAM (Hiper: 93,4 + 1,1 mmHg, n=10;
Hiper AVE: 94,8 + 3,1 mmHg, n=9; Controle: 87,9 £ 5,3 mmHg, n=6; Controle AVE:
91,4 £ 2,0 mmHg, n=7) e da FC (Hiper: 484,5 + 6,6 bpm, n=10; Hiper AVE: 471,5 +
11,2 bpm, n=9; Controle: 469,6 + 11,0 bpm, n=6; Controle AVE: 442.1 + 23,5 bpm,

n=7) ndo foram alterados significativamente pela dieta, tratamento ou a interacdo de

ambos (p > 0,05).
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Figura 14: Niveis basais de pressio arterial média (PAM, mmHg) em hamsters alimentados por 120 dias
com dieta controle ou hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou nido com
AVE 0991 (0,5mg/Kg) (Controle, n=7; Hiper, n=10). Os dados s@o expressos como média + erro padrao;
diferenca significativa, p < 0,05. NS= Nao significativo, p > 0,05.
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Figura 15: Valores de freqiiéncia cardiaca (FC, bpm) em hamsters alimentados por 120 dias com dieta
controle ou hipercolesterolémica, tratados (Controle AVE, n=7; Hiper AVE, n=9) ou ndo com AVE 0991
(0,5mg/Kg) (Controle, n=7; Hiper, n=10). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo; diferenga
significativa, p < 0,05. NS= Nio significativo, p > 0,05

5.4. Analise histopatologica

A andlise histopatologica das laminas de figado coradas pelo método da
Hematoxilina e Eosina (HE) mostrou a presenga esteatose microvesicular nos animais
do grupo que recebeu dieta hipercolesterolémica (figura 16, B). As laminas pertencentes
aos animais do grupo controle apresentaram-se compativeis com a normalidade (figura
16, A).

Na andlise da regido da valvula adrtica foi observado a presenca de placa
aterosclerdtica em um animal do grupo hipercolesterolémico (figura 17 B, C e D). Tal
alteracdo foi observada macroscopicamente e fotografada com o auxilio de uma lupa.
Nota-se um aspecto amarelado compativel com células carregadas de lipidios e com o
auxilio da lupa pode-se claramente observar a presenga de aglomerados lipidicos nessa
lesdo (figura 17, D). As vélvulas aorticas dos animais controles tratados ou ndo com
AVE 0991 ndo apresentaram quaisquer tipo de lesdo (figura 17, A).

Nas laminas de fragmentos do arco adrtico dos animais do grupo
hipercolesterolémico tratados com AVE 0091 n3o foram encontradas marcacdes
positivas pelo Sudam III e nenhum tipo de anormalidade (figura 18, B). Entre as

laminas do arco adrtico dos animais do grupo hipercolesterolémico foi encontrado
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presenca de células sudanofilicas na tinica intima da parede arterial (figura 18, C e D).
A parede arterial dos animais controles apresentava aspecto compativel com a
normalidade, como ilustrado na figura 18A.

Dentre os animais do grupo hipercolesterolémico também foi encontrado um caso
de formagdo de lesdo na parede cardiaca (figura 19, B). Essa lesdo estendia-se por todo
diametro da parede ventricular direita, ocupando também parte do Iimen do ventriculo.
Macroscopicamente esta lesdo apresentava coloracdo amarelada e com aspecto
gelatinoso ao toque com uma pinca. A andlise histolégica do material mostrou grande
quantidade de marcacdo positiva pelo Sudam III, principalmente no nidcleo da placa,
além da presenca de células inflamatérias (figura 19, C e D). As paredes ventriculares
dos animais do grupo controle apresentavam aspecto compativel com a normalidade
(figura 19, A).

Os casos aqui relatados representaram 33,34% dos animais hipercolesterolémicos
analisados (n=9). Nio foi encontrado nenhum tipo de lesdo ou marcagdo sudanofilica
nos animais dos grupos controle tratado (n=7) ou ndo com AVE 0991 (n=7) e

hipercolesterolémicos tratados (n=9).
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Figura 16: Fotomicrografia do figado de hamster. (A) Grupo controle.
(B) Grupo hipercolesterolémico evidenciando esteatose
microvesicular (seta). Hematoxilina Eosina, AB (500X).
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Figura 17: Viélvula aértica de hamster. (A) Grupos controle (A). (B) Grupo
hipercolesterolémico evidenciando placa aterosclerdtica presente na parede da valvula
adrtica (setas). (C e D) Detalhe de B. (AB, 25X), C (40X), D(50X).
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Figura 18: Fotomicrografia da artéria aorta (arco adrtico) de hamster. (A) Grupo controle. (B)
grupo hipercolesterolémico tratado com AVE 0991 evidenciando aspecto histolégico
compativel com normalidade. (C) Grupo hipercolesterolémico sem tratamento evidenciando
células Sudam III positivas (seta). (D) Detalhe de C. Sudam III.
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Figura 19: Fotomicrografia do corag@o de hamster. (A) Grupo controle com aspecto
histolégico compativel com normalidade. (B) grupo hipercolesterolémico evidenciando placa
aterosclerdtica voltada para a luz do ventriculo direito. (C e D) detalhe de B evidenciando
células com marcagdo positiva para o Sudam III (seta) e presenga de células inflamatérias

(cabeca de seta em D). Sudam III. AB (100X), C (200X), D(500X).
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6. DISCUSSAO

A hipercolesterolemia € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
de lesdes aterosclerdticas. Nosso trabalho, inicialmente, objetivou desenvolver uma
dieta semipurificada que induzisse um quadro de aterosclerose em hamsters, uma vez
que este modelo € susceptivel ao desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas (Nistor et
al., 1987).

Nossos dados mostraram que os niveis de colesterol de hamsters alimentados com
dieta hipercolesterolémica com 0,5% de colesterol e 17% de gordura de coco foi
eficiente em aumentar os niveis de colesterol em 3,7 vezes em relacdo aos niveis basais.
No trabalho de Silva (2005), que diferencia do presente estudo somente em relacdo a
fonte de gordura utilizada, houve um aumento nos niveis de colesterol de 2,6 vezes,
portanto, menor do que os valores encontrados em nosso estudo. Essa diferenga pode se
dever ao conteido de dcidos graxos saturados elevados na gordura de coco, enquanto
que o Oleo de soja utilizado por Silva (2005) possui a maior parte de seus lipidios
constituida por 4cidos graxos insaturados. O aumento nos niveis de colesterol
encontrados por nds se assemelha aos do estudo pioneiro de Nistor et al. (1987). Esse
estudo foi o primeiro a definir o hamster como modelo de aterosclerose e mostrou o
aparecimento de lesdes iniciais a partir de 4 semanas de dieta suplementada com 15%
de manteiga e 3% de colesterol. Entretanto, Kahlon et al. (1997) mostraram que tanto
0,5% como 3% de colesterol em dietas com 15% de gordura podem ser igualmente
aterogénicas, porém 3% de colesterol provoca saturagdo hepatica, sugerindo, portanto,
como melhor dieta hipercolesterolémica para hamsters aquela contendo 0,5% de
colesterol.

O hamster é considerado um animal HDL por possuir niveis elevados dessa
lipoproteina. Nossos resultados mostraram uma elevacdo significativa dos niveis do
colesterol presente nas HDLs nos animais hipercolesterolémicos. Apesar disso, 0s
niveis do colesterol ndo-HDL se mantiveram elevados em relacio a HDL nesses
animais como mostra a correlagdo sempre maior que 1 na razdo entre n-HDL/HDL,
embora essa razdo tenha sido menor no grupo hiper. Esses resultados corroboram com
outros autores que, a despeito do aumento na HDL, consideram esse animal um

excelente modelo para estudos sobre a aterosclerose (Bravo et al., 1993; Sicart et al.,
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1984 e Goulinet & Chapman, 1993). Nesse sentido, € importante ressaltar que a
aterosclerose € uma doenga multifatorial e que a sua inducdo em laboratério pode
necessitar de mais de um fator de risco. Nossos dados, se comprados aos de Silva
(2005), confirmam a necessidade de associar um outro fator além do colesterol exégeno
nos estudos sobre aterosclerose, sendo este fator os niveis de gorduras saturadas
presentes na gordura de coco.

A andlise histopatologica do coracdo, vélvula e arco adrticos, mostrou o
aparecimento de lesdes vasculares em 33,34% dos animais hipercolesterolémicos. Essas
lesdes variaram em termos de localizacdo e grau de avanco dentre os casos encontrados.

Uma vez que padronizamos a dieta em um modelo susceptivel ao
desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas, nosso trabalho objetivou estudar as agdes
do andlogo ndo-peptidico da angiotensina-(1-7), AVE 0991, sobre o perfil de lipideos,
estresse oxidativo, pardmetros cardiovasculares e sobre a formacdo de lesdes
aterosclerdticas em hamsters. O tratamento com AVE 0991 foi realizado a partir de 90
dias de dieta, consistindo num total de 30 dias de tratamento. Todos os animais
aparentavam estarem sauddveis sendo que ndo houve diferenca significativa em relacéo
ao ganho de peso nos grupos experimentais.

Nossos resultados mostraram que ndo houve efeito do AVE 0991 sobre os niveis
do colesterol total, bem como nos valores de colesterol presentes nas lipoproteinas HDL
e nas demais fragdes. Entretanto, nenhuma lesdo ou regido sudanofilica foi encontrada
nos animais hipercolesterolémicos tratados com AVE 0991. Esta bem estabelecida na
literatura a associacdo entre o0 SRA e a progressdo da aterosclerose (Miyazaki et al.,
1999; Strawn et al. 2000 e Ferrario, 2002). Apesar desta estreita correlacdo, estudos
com inibidores da ECA ou antagonistas do receptor AT, ndo mostram redugdes nos
niveis plasmadticos de colesterol, bem como das fragdes lipoprotéicas (Strawn et al.,
2000; Miyazaki et al., 1999; Uehara et al., 2002 e Kowala et al., 1998), corroborando
com nossos resultados. Dessa forma, as agdes anti-aterosclerdticas associadas ao
bloqueio do SRA parecem estar relacionadas ndo a diminuicio dos niveis de colesterol
plasmadticos, mas uma redu¢@o do processo inflamatério e estresse oxidativo presentes
na progressdo da placa.

Em relag@o aos niveis séricos dos triglicérides, houve um aumento provocado pela

dieta hipercolesterolémica, corroborando com Ausman (2005), que observou maiores
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valores de triglicérides nos hamsters que recebiam gordura de coco na dieta em relacéo
aos grupos que recebiam 6leo de canola ou 6leo de farelo refinado. Existe uma estreita
correlacdo entre a quantidade de colesterol carreado pela VLDL e os niveis de
triglicérides, e esses niveis sdo associados com as doencas cardiovasculares (Criqui et
al., 1998). Os triglicérides presentes nos quilomicrons vindos do intestino sao
hidrolizados em 4cidos graxos livres e glicerol, produzindo os quilomicrons
remanescentes. Esses sdo removidos por um receptor de quilomicron remanescente no
figado. Um atraso na remocdo dos quilomicrons remanescentes podem promover a
aterogénese. Tem sido encontrado altos niveis de triglicérides pds-prandial e um atraso
no retorno aos niveis normais em pacientes com doenga arterial coronariana
(Kwiterovich, 2000).

Os resultados de peso relativo do figado mostraram um aumento significativo dos
animais do grupo hiper de 2 vezes em relacdo ao grupo controle, sendo estes dados
confirmados por Silva (2005). Estd amplamente definido que o figado é responsavel
pela homeostase de lipidios e que nem toda gordura pode ser metabolizada e
armazenada no tecido adiposo causando, dessa forma, acimulo de gordura no figado, o
que gera a hipertrofia desse o6rgdo. O tratamento com AVE 0991 ndo interferiu no
tamanho relativo do figado dos animais.

Verificamos também a fungdo hepdtica através da dosagem da alanina
aminotransferase (ALT), enzima presente nos hepatécitos que € liberada em maior
quantidade para a corrente sanguinea sempre que o parénquima hepatico estiver afetado
(Henry, 1996). Nossos dados mostraram um aumento significativo da ALT nos animais
que receberam dieta hiper em relacdo aos que receberam dieta controle, o que sugere
uma altera¢@o na funcdo hepdtica. Esses resultados estdo de acordo com Beynem et al.
(1986), que estudando o efeito do colesterol na dieta, verificaram que os animais que
receberam dieta rica em colesterol tiveram as atividades da ALT e da aspartato
aminotransferase (AST) aumentadas em relagdo ao grupo controle. O tratamento com
AVE 0991 por 30 dias ndo interferiu na atividade da enzima ALT, mostrando que esse
composto provavelmente nio exibe toxicidade hepatica.

Embora o peso do figado e a atividade da enzima ALT dos grupos hiper estarem
aumentados em relagdo aos grupos controles, a andlise histologica desse 6rgdo mostrou

uma esteatose microvesicular, sugerindo uma alteracdo hepatica discreta. Kahlon et al.
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(1996) mostrou que existe uma correlacio positiva entre a quantidade de infiltracdo de
gordura no figado e os niveis de gordura da dieta. Esses autores sugerem que
quantidades de colesterol na dieta acima de 0,5% podem saturar o metabolismo
hepético, sendo este, portanto, o valor limitrofe nos estudos sobre aterosclerose em
hamsters.

O tratamento com AVE 0991 ndo influenciou significativamente no peso relativo
dos demais Orgdos analisados (bago, rins e pulmdes). Por outro lado, a dieta
hipercolesterolémica diminuiu o tamanho relativo dos rins tanto o esquerdo como o
direito. Pode se sugerir que o aumento dos niveis de colesterol sanguineos tenha
induzido um acimulo de lipidios nas artérias renais e/ou nos rins, o que prejudicaria a
funcdo renal reduzindo, conseqiientemente, o tamanho deste 6rgdo. Porém, neste
trabalho, nao analisamos histologicamente os rins e artérias renais dos animais.
Mazzolai et al. (2005) observaram um massivo acimulo de lipidios nos glomérulos,
area justaglomerular e tibulos renais de camundongos ApoE-/- alimentados com dieta
hipercolesterolémica, corroborando com nossa hipétese.

O desenvolvimento da aterosclerose se inicia com uma injuria sustentada a parede
arterial, que pode ser causada por diversos fatores, mas todos envolvendo estresse
oxidativo (Basta et al., 2002 e Gattone et al., 2001). As células dos mamiferos possuem
um sistema de defesas antioxidantes que incluem enzimas como a superéxido
dismutase, a catalase, a glutationa peoxidase, e moléculas como ascorbato, piruvato,
flavondides, carotendides e glutationa (Yokoyama, 2004). Neste trabalho foi analisado o
efeito da dieta hipercolesterolémica e do tratamento com AVE 0991 sobre o estresse
oxidativo através das dosagens das enzimas catalase e paraoxonase e dos niveis dos
radicais sulfidrilas totais.

Em nosso trabalho a atividade da catalase (Cat), uma das principais enzimas
responséveis pelo metabolismo do H,;O,, foi significativamente aumentada pela dieta
hipercolesterolémica. Este resultado pode estar refletindo uma adaptacdo do animal ao
estresse oxidativo, uma vez que, maiores concentragdes da catalase melhoram a
sobrevivéncia sob tais condi¢des. Os estudos envolvendo a atividade da catalase ainda
sdo controversos. Tem sido reportado que em pacientes com doenga coronariana a
atividade da catalase estd diminuida (Leopold et al., 2005) e outros também

encontraram diminuicdo na atividade da catalase de animais experimentais (Mahfouz,
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2000). Por outro lado, esse mesmo autor, encontrou resultados controversos entre a
atividade da catalase hepdtica de coelhos e de ratos. Nossa hipétese pode ser suportada
por Meilhac et al. (2000) que encontraram um aumento na atividade da catalase
induzida por dieta hipercolesterolémica. Além disso, Inal ef al. (2001), observaram uma
correlacdo positiva entre a atividade da catalase e idade. Para confirmar nossas suspeitas
de que a catalase estaria aumentada como um mecanismo de defesa seria importante
verificar as atividades de duas outras importantes enzimas antioxidantes, a super6xido
dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx). A superéxido dismutase tem como
produto o H,O, e a glutationa peroxidase também catalisa o H,O,. Se a atividade da
GPx estiver diminuida os niveis de H,O, poderao se elevar, o que explica, em parte, os
aumentos da atividade da catalase em resposta a um feedback. Mahfouz (2000)
observou uma diminui¢do da atividade da GPx e um aumento da catalase, corroborando
com essa hipdtese. O tratamento com AVE 0991 néo interferiu na atividade da catalase.

O principal representante das esterases “A” € a enzima paraoxonase, hidrolase de
ligacdes triésters de 4cido fosférico com afinidade especifica a organofosforados. A
maior parte da sua atividade estd presente no soro associada a HDL, podendo também
ser encontrada em eritrocitos e tecido cerebral (Faggioni, 2003). A paraoxonase
pertence a uma familia multigénica de enzimas com trés genes designados por PON1,
PON2 e PONS3. Esta enzima possui atividades antioxidantes, mas suas isoformas
reagem de maneiras diferentes ao estresse oxidativo (Aviram et al., 2005). Estudos
prévios tém demonstrado que a expressio da PON1 € downregulada pelo estresse
oxidativo, enquanto que a PON2 ¢é upregulada e a PON3 permanece inalterada em
resposta a agentes indutores de estresse oxidativo (Carey et al., 2005). Em nosso
trabalho a dieta hipercolesterolémica ndo afetou os niveis séricos da paraoxonase. Em
contraste, outros autores t€ém relacionado diminui¢do da atividade da PON1 com altos
niveis de colesterol séricos (Mackness et al., 1991). Subsequentemente Navab et al.
(1997) mostraram que pacientes com altos niveis de HDL mas baixa PON1 eram mais
susceptiveis a DAC do que pacientes com baixo HDL mas alta PON. Estudos adicionais
mostraram que ratos alimentados com dietas suplementadas com diferentes fontes de
gordura alteram diferentemente a atividade da PON, sugerindo que o tipo de lipidio na
dieta influencia na atividade da PON (Kudchodkar et al., 2000). Sendo a PON uma

enzima multifuncional e multigénica, mais estudos sdo necessdrios para elucidar as
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questdes acerca das fungdes, regulacdo e possiveis intervencdes no tratamento das
doencas cardiovasculares.

Em nosso estudo o tratamento com AVE 0991 reduziu a atividade da PON. Os
estudos sobre a intervencdo com farmacos e agentes antioxidantes sobre a atividade da
PON s@o ainda conflitantes. Em ratos a fluvastatina (20 mg/kg/dia) reduziu a atividade
plasmatica e hepatica da PON1, enquanto que uma dose menor (2 mg/kg/dia) foi efetiva
somente na atividade hepética. Deakin et al. (2003) encontraram um aumento na
atividade sérica de PON1 em pacientes tratados com sinvastatina. Uma vez que a ang-
(1-7) bloqueia os efeitos pré-oxidantes da Ang II (Polizio et al., 2007), esperdvamos um
efeito antioxidativo também atribuido a seu andlogo AVE 0991. Dois recentes estudos
na populacio finlandesa reportaram que altos consumos de vegetais, ricos em vitaminas
C e E, estavam negativamente correlacionados com a atividade sérica da PON1 (Rantala
et al., 2002 e Kleemola et al., 2002). Estes estudos sugerem que aumentos dos
antioxidantes exdgenos diminuem a atividade da PON, provavelmente como uma
resposta adaptativa a diminui¢do no estresse. Em nosso trabalho, a dosagem da
atividade da PON foi realizada utilizando somente um de seus substratos, o fenilacetato.
Dessa forma, conseguimos avaliar somente a atividade arilesterase da PON. Além disso,
a maioria dos trabalhos verifica somente a atividade da PON1 (Mackness et al., 1991;
Navab et al.,1997; Costa et al., 2005) e nossa metodologia ndo nos permite distinguir
entre as isoformas. Na PON2 e PON3 falta a atividade paraoxonase ou arilesterase
(Costa et al., 2005), e como dito anteriormente, reagem de maneiras diferentes ao
estresse oxidativo.

Existe uma variacdo de 40X na atividade sérica da PON1 dentro dos individuos; e
provavelmente diversos outros polimorfismos serdo ainda caracterizados (Costa et al.,
2005). Futuros estudos s@o necessarios para elucidar os mecanismos moleculares e
bioquimicos que modulam a expressao e atividade da PON, podendo assim, identificar
novas acdes e, mais importante, novos fatores protetores.

Além da paraoxonase e da catalase, dosamos também os radicais sulfidrilas
presentes no soro dos hamsters. Esses radicais representam todos os grupos tidis
encontrados na glutationa, em proteinas e em compostos de baixo peso molecular no
plasma (Wisdom ef al., 1991). A dosagem de sulfidrilas pode ser mais um indicativo do

nivel de estresse oxidativo ao qual o organismo é submetido, uma vez que eles podem
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ser oxidados quando o estresse oxidativo estd elevado, diminuindo o nivel de ti6is no
plasma. Nossos resultados mostraram que a dieta hipercolesterolémica reduziu os niveis
de sulfidrilas totais, confirmando o aumento no estresse oxidativo observado pela
dosagem da atividade da catalase. Além disso, nossos dados mostraram que o
tratamento com AVE 0991 aumentou os radicais sulfidrilas no grupo controle tratado,
indicando que esses radicais sofriam menor grau de oxidacdo nesses animais. Sen e
Packer (2000) ressaltaram que os tidis t€ém como caracteristica funcional a capacidade
de atuar como agentes redutores, podendo se ligar as espécies reativas de oxigénio
neutralizando o potencial oxidativo dessas moléculas.

Para avaliar se a dieta hipercolesterolémica e/ou o tratamento com AVE 0991
estavam interferindo em pardmetros cardiovasculares, verificamos também os niveis de
pressdo arterial média (PAM) e freqii€éncia cardiaca (FC) nos animais experimentais. A
dieta hipercolesterolémica e o tratamento com AVE 0991 ndo influenciaram tanto na
PAM como na FC aferidas no fim do experimento. Outros autores também ndo
encontraram alteracdes nesses pardmetros devido a aumentos dos lipidios na dieta
(Kowala et al., 1998; Uehara et al., 2002 e Mawatari et al., 2004). A hipertensao é uma
doenca multifatorial e PAM possui diversos mecanismos de controle, tanto neurais
como humorais. E certo de que um tnico fator de risco induzido em nosso trabalho nio
foi suficiente para provocar um descontrole nos sistemas. Faria-Silva et al. (2005) ndo
encontraram alteragdes na PAM ou FC em ratos submetidos a infusdes (i.v) de AVE
0991 em diferentes doses, confirmando nossos resultados.

Em sintese, nossos dados sugerem que a dieta hieprcolesterolémica contendo 0,5%
de colesterol e 17% de gordura de coco administrada por 120 dias foi eficiente em
induzir lesdes aterosclerdticas em hamsters. Mais importante, o tratamento desses
animais com AVE (0991 provavelmente atenua essas lesdes, independente de alteracoes

na PAM, FC e nos niveis plasmaticos de lipidios.
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7.

CONCLUSOES

Em sintese, os resultados do presente estudo mostram:

A dieta AOAC modificada, utilizada neste estudo, foi eficaz em induzir um
perfil dietético hipercolesterolémico.

A dieta semipurificada no presente estudo aumentou o estresse oxidativo dos
animais, observado através do aumento da atividade da catalase e diminuigcdo
dos grupos sulfidrilas no soro, ambos refletindo uma adaptagdo do animal ao
estresse oxidativo,

A andlise histopatolégica do coracdo, vélvula e arco adrticos, mostrou o
aparecimento de lesdes  vasculares em  33,34% dos  animais
hipercolesterolémicos, mostrando que a dieta utilizada foi eficiente em induzir o
aparecimento de lesdes aterosclerdticas em hamsters.

O tratamento com AVE 0991 nao alterou os niveis séricos de colesterol total,
bem como de suas fragdes.

O tratamento com AVE 0991 por 30 dias reduziu os niveis da PON,
provavelmente por um mecanismo de resposta a um antioxidante exdgeno
(AVE). Além disso, nossos dados mostraram que o tratamento com AVE 0991
aumentou os radicais sulfidrilas no grupo controle tratado, indicando que esses
radicais sofriam menor grau de oxidag@o nesses animais.

Tanto a dieta hipercolesterolémica como o tratamento com AVE 0991 ndo
influenciaram na PAM e FC

Nos animais tratados com AVE 0991 ndo foi encontrado nenhum tipo de lesdo

ou marcacdo sudanofilica através da andlise histopatoldgica.

Em sintese, nossos dados sugerem que a dieta hiepercolesterolémica utilizada

nesse estudo foi eficiente em induzir lesdes aterosclerdticas em hamsters. Além disso,

nossos resultados indicam que o tratamento desses animais com AVE (0991

possivelmente atenua essas lesdes, sem causar alteragcdes na PAM, FC e nos niveis

plasmaticos de lipidios.
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9. ANEXOS

ANEXO I:

Protocolos fornecidos pelo fabricante Labitest Diagndstica para determinagdo das

concentracdes séricas de colesterol total, HDL-colesterol, triglicérides e para

determinacdo da atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT).



