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RESUMO

MESSORA, Luisa Barbosa. Influéncia dos niveis plasméticos de lipoproteina de alta
densidade na inflamacdo cardiovascular, na resisténcia insulinica e no hemograma de
camundongos knockout para o gene do receptor de LDL (LDLr-/-). Orientador: Prof. Dr.
José Antonio Dias Garcia. Alfenas: UNIFENAS, 2010. Disserta¢do (Mestrado em Saude).

Os camundongos LDLr-/- sdo hiperlipidémicos espontineos e resistentes ao
desenvolvimento de lesdes neointimais. O presente estudo teve como objetivo determinar a
influéncia dos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade na inflamagao
cardiovascular, na resisténcia insulinica e no hemograma de camundongos knockout para gene
do receptor de LDL (LDLr-/-). Foram utilizados 3 grupos experimentais de camundongos
machos com 3 meses de idade: Grupo WT, camundongos selvagens; Grupo S, camundongos
LDLr-/- que receberam ragdo padrao; Grupo HL, camundongos LDLr-/- que receberam rag¢ao
hiperlipidica. Apdés 15 dias, o sangue foi coletado para andlises plasmaticas dos lipideos,
glicose, insulina e para andlises hematologicas. O indice de Homa foi calculado para
determinar a resisténcia insulinica. O coragdo e aorta foram removidos e processados
histologicamente. Cortes histologicos do coragdo foram processados imunoistoquimicamente
com anticorpo anti-CD40L para avaliar processo inflamatdrio. Cortes histologicos das artérias
foram corados com hematoxilina/eosina e picrosirius red para avaliar alteragdes morfoldgicas
e morfométricas. Os camundongos S foram resistentes ao processo inflamatorio, caracterizado
por baixa imunorreatividade para o CD40L, com niveis plasmaticos de HDL elevados, e ndo
desenvolveram resisténcia insulinica, mesmo com hiperlipidemia moderada em relagdo aos
WT. Os camundongos HL apresentaram uma hiperlipidemia severa, aumento na
imunorreatividade cardiaca para o CD40L, pronunciadas alteracdes morfoldgicas na parede da
aorta e resisténcia insulinica, associadas a um decréscimo nos niveis plasmaticos do HDL em
relagdo aos S. Os resultados mostraram uma associagdo negativa entre os niveis plasmaticos
de lipoproteina de alta densidade e as contagens total e diferencial de leucocitos e plaquetas
nos camundongos knockout para o gene do receptor de lipoproteina de baixa densidade. Essa
relacdo demonstrou importante influéncia da lipoproteina de alta densidade na modulacao da
resposta imunologica e inflamatdria na dislipidemia. Portanto, a avaliacdo dos resultados do
hemograma correlacionada com os niveis plasmaticos de lipideos, rotineiramente, pode ser
promissora na prevencdo € no prognéstico da severidade de quadros patoldogicos que
envolvam respostas imunologicas nas dislipidemias. O nivel plasmatico elevado de HDL ¢ o
fator protetor contra o desenvolvimento de processos inflamatérios cardiovasculares e
resisténcia insulinica nos camundongos LDLr-/-, impedindo o desenvolvimento das lesdes
neointimais.

Palavras-chave: HDL, Hiperlipidemia, Inflamagao, Hemograma



ABSTRACT

MESSORA, Luisa Barbosa. Influence of plasma levels of high density lipoprotein on
cardiovascular inflammation, insulin resistance and blood cell count in LDL receptor
(LDLr-/-) gene Knockout mice. Advisor: Prof. Dr. José Antonio Dias Garcia. Alfenas:
UNIFENAS, 2010. Dissertation (Master’s degree in Health Care).

LDLr-/ - mice are spontaneously hyperlipidemic and resistant to the development of
neointimal lesions. This study determined the influence of plasma levels of high density
lipoprotein on cardiovascular inflammation, insulin resistance, and blood cell count in LDL
(LDLr-/ -) receptor gene knockout mice. Three groups of 3-month-old male mice were used:
Group WT, wild-type mice, Group S, LDLr-/ - mice fed a standard diet, Group HL, LDLr-/ -
mice fed a hyperlipidic diet. After 15 days, blood was collected for analysis of plasma lipids,
glucose, insulin, and hematological assays. The HOMA index was calculated to determine
insulin resistance. The heart and aorta were removed and histologically processed. Heart
sections were immunohistochemically processed with the anti-CD40L antibody to evaluate
the inflammatory process. Artery sections were stained with hematoxylin-eosin and
picrosirius red to assess morphological and morphometric changes. The S mice were resistant
to inflammatory, had a low immunoreactivity to CD40L, high HDL plasma levels, and
showed no insulin resistance, even with moderate hyperlipidemia in relation to WT. HL mice
exhibited severe hyperlipidemia, increased immunoreactivity to CD40L, marked
morphological alterations in the aorta wall, and insulin resistance, all associated with a
decrease in HDL plasma levels in relation to S. The results showed a negative association
between the plasma levels of high density lipoprotein and the total and differential leukocyte
and platelet counts in the LDL receptor gene knockout mice. This ratio showed the important
influence of the high density lipoprotein on the modulation of the immune and inflammatory
response in dyslipidemias. Therefore, the evaluation of the blood cell count results, routinely
correlated with the lipid plasma levels, can be promising in the prevention and prognosis of
the severity of pathological conditions involving immune responses in dyslipidemias. The
high HDL plasma level is a protective factor against the development of cardiovascular
inflammation and insulin resistance in LDLr-/- mice, thus preventing the incidence of
neointimal lesions.

Keywords: HDL, Hyperlipidemia, Inflammation, Blood cell count
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares lideram as causas de morte no mundo. Dentre essas
doengas, a aterosclerose e a hipertrofia ventricular esquerda (HVE) sdo de grande relevancia
no risco de morbimortalidade cardiovascular.

O processo inflamatério, a disfuncdo endotelial, o estresse oxidativo e a resisténcia
insulinica no ambiente cardiovascular tem sido considerados como denominadores comuns
dentre os mecanismos que promovem e sustentam a aterogénese e a hipertrofia ventricular
esquerda (HVE). Diversos estudos clinicos, epidemioldgicos e experimentais mostraram de
maneira incontestavel a relagdo entre os niveis plasmaticos de lipoproteinas de alta densidade
(HDL) e doengas cardiovasculares, porém, ha poucos relatos na literatura sobre a relagdo da
HDL e a contagem total e diferencial de leucdcitos e a incidéncia de doencas inflamatorias
cardiovasculares.

Baixos niveis de HDL representam um dos frequentes achados de dislipidemia nos
pacientes com doenga arterial coronariana (DAC). Inumeros estudos mostraram que a HDL
possui um amplo espectro de agdes antiaterogénicas, incluindo potente atividade antioxidante

e anti-inflamatoria.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a influéncia dos niveis plasmaticos de lipoproteina de alta densidade na
inflamacdo cardiovascular, na resisténcia insulinica ¢ no hemograma de camundongos

knockout para gene do receptor de LDL (LDLr-/-).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar os niveis plasmaticos de insulina e glicose e calcular o indice HOMA para
avaliar a resisténcia insulinica em camundongos LDLr-/-.

e Determinar os niveis plasmaticos de colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicérides
em camundongos LDLr-/-.

e Correlacionar os niveis plasmaticos de colesterol total, suas fragdes e triglicérides com
a contagem de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas em camundongos LDLr-/-.

e Investigar o efeito da HDL na expressao do CD40L no miocardio de camundongos
LDLr-/- para avaliar o processo inflamatorio cardiaco.

e Investigar o efeito da HDL na prevengdo das alteragdes estruturais cardiovasculares

em camundongos LDLr-/- .
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3 JUSTIFICATIVA

A linhagem de camundongos LDLr-/- escolhida é devido a sua importancia no estudo
da aterosclerose, ja que compartilha aspectos semelhantes as lesdes aterosclerdticas humanas.
Ressaltamos também a facilidade na prolifera¢do da coldnia, além do curto periodo necessario
para a formagao de placa de ateroma neste modelo.

Niveis plasmaticos de HDL comumente fazem parte da rotina de exames solicitados
para investigacdo de risco cardiovascular. O conhecimento médico e popular atribui ao HDL
propriedades benéficas, isto €, associadas a diminui¢ao de eventos morbidos cardiovasculares.

A inflamagdo e a ativacdo das células do sistema imunoldgico tém participacao

importante na patogénese da aterosclerose, sendo estas evidenciadas através do hemograma.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 METABOLISMO DE LIPIDEOS E LIPOPROTEINAS

Os lipideos celulares sdo fundamentais nao sé como fonte de energia para a célula,
mas também como componentes estruturais da membrana celular, sendo os acidos graxos, os
triacilglicerdis, os fosfolipideos e o colesterol esterificado e livre os principais para o ser
humano (ALVAREZ-LEITE e PELUZIO, 2003).

Os acidos graxos sdo compostos por cadeias de carbono hidrocarboxiladas, podendo
ser saturados ou insaturados (SCARTEZINI et al., 1997). Os triacilglicerdis sdo produzidos
pela esterificagdo do glicerol com trés moléculas de acidos graxos. Os fosfolipideos sdo
formados por glicerol, acido graxo, base nitrogenada e fosfato (GENEST, 2003). E o
colesterol pode apresentar-se sob a forma livre (forma funcional, componente estrutural das
membranas celulares e na superficie da lipoproteina) ou esterificada (forma de
armazenamento, encontrada no interior das células ou no interior das lipoproteinas)
(SCARTEZINI et al., 1997).

Devido a sua natureza hidrofobica, os lipideos sdo transportados no plasma sob a
forma de aglomerados denominados lipoproteinas, que sdo constituidas por uma capa
hidrofilica composta por fosfolipideos, colesterol livre e proteinas, envolvendo um nticleo
hidrofobico que contém triacilglicerois, colesterol esterificado e algumas vitaminas
lipossoluveis — FIGURA 1 (GENEST, 2003). As lipoproteinas diferem quanto a densidade,
origem, tamanho e conteudo de apoproteinas e lipideos, porém, sua classificacdo se baseia na

densidade no meio aquoso do plasma. As principais classes de lipoproteinas, quanto a este
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quesito, sdao: quilomicrons (QM), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e
lipoproteina de alta densidade (HDL) (RADER ¢ WILSON, 1995; SCARTEZINI et al., 1997;
GENEST, 2003). As apoproteinas (apo) sdo as proteinas presentes nestas particulas
(GENEST, 2003) e exercem varias fungdes fisioldgicas no seu metabolismo, dentre as quais:
agir como cofatores para enzimas, ligar-se em receptores da superficie celular, contribuir para
a solubiliza¢do dos lipideos, além da fungdo estrutural para a biossintese das lipoproteinas

(RADER e WILSON, 1995).

FIGURA 1 - Esquema representativo de uma lipoproteina (modificada de GENEST, 2003)

No metabolismo das lipoproteinas (FIGURA 2) os quilomicrons, que sdo constituidos
por apo B-48, E, A-I e C (sintetizadas pelos enterdcitos), transportam os triacilglicerdis de
origem alimentar que sdo formados no intestino a partir da digestdo das gorduras alimentares.
A composicdo, o nimero € o tamanho dos quilomicrons formados dependem do suprimento e
das caracteristicas da dieta. Uma vez sintetizados, os quilomicrons sdo langados na linfa,

atingindo a circulagdo sanguinea através do ducto toracico. Estes se tornam uma particula de
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menor tamanho (quilomicron remanescente), pela retirada dos seus acidos graxos, ao sofrerem
hidrolise dos seus triacilglicer6is pela agdo da enzima lipase lipoprotéica (LPL), que utiliza
como cofator enzimatico a apo C-II. Os remanescentes sdo removidos da circulacdo para o
figado devido a ligacdo da apo E com o receptor de remanescentes neste 6rgao (GENEST,
2003).

Os éacidos graxos provenientes do quilomicron, juntamente com os sintetizados no
figado, sdo “re-enpacotados” e secretados no sangue na forma de VLDL, lipoproteinas ricas
em triacilglicerois, cuja principal apoproteina ¢ a apo B-100. Na circulagdo, as VLDL sao
hidrolisadas por LPL, originando as IDL, que contém apo B-100 e apo E na sua superficie. A
IDL tem dois destinos: ¢ captada da circulagdo pelo figado, pela interagdo das apoproteinas
com receptores hepaticos, ou € processada pela lipase hepatica e se transforma em LDL —

Figura 2 (GENEST, 2003).

INTESTINO

FIGURA 2- O metabolismo das lipoproteinas. O intestino absorve os lipideos da dieta em quilomicrons
que contém apo B-48. Lipase lipoprotéica, com seu cofator apo C-II, hidrolisa os QM que sio captados
pelo figado pela ligacdo da apo E. O figado secreta os lipideos como VLDL com apo B-100. VLDL ¢
hidrolisada em IDL, a qual pode ser captada pelo figado. IDL também pode sofrer hidrdlise pela lipase
hepatica e se tornar LDL. Células hepaticas e periféricas removem a LDL da circulagdo quando apo B-
100 se liga ao receptor de LDL. HDL remove o excesso de colesterol das células para o figado para
excregdo na bile. O metabolismo das lipoproteinas estd simbolizado por linhas s6lidas. O transporte de
colesterol, quando ndo contido nas lipoproteinas, estd indicado por linhas pontilhadas (modificada de
RADER e WILSON, 1995).
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A LDL, a principal condutora de colesterol na circulagdo humana, transporta ésteres
de colesterol e vitamina E para os tecidos periféricos, cujas membranas apresentam os
receptores B/E de LDL, que reconhecem a apo B-100. Além disso, significativa quantidade de
LDL do plasma ¢ eventualmente removida da circulagao pelo figado, também por interagao
apo B-100/receptor B/E. A entrada de LDL na célula é seguida por um ataque lisossdmico,
com consequente hidrolise da apo B-100 e do colesterol estereficado. O aumento da
concentragdo intracelular de colesterol livre apresenta os seguintes efeitos regulatdrios:
inibi¢do da enzima hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) redutase, impedindo a sintese de
colesterol; inibi¢do da sintese de receptores de LDL; estimulo da enzima acil-CoA colesterol
aciltransferase (ACAT) para esterificacdo do colesterol citoplasmatico — FIGURA 2 (RADER
e WILSON, 1995; ALVAREZ-LEITE e PELUZIO, 2003).

Nao existe uma via de catabolismo de colesterol, sendo este eliminado pelo figado
como acidos biliares secretados na bile (RADER e WILSON, 1995; ALVAREZ-LEITE e
PELUZIO, 2003). De acordo com Eckardstein, Nofer e Assmann (2001), a HDL ¢
responsavel pelo transporte reverso de colesterol, que consiste na remog¢do do excesso de
colesterol livre dos tecidos periféricos e de lipoproteinas para o figado e subsequente deposito
para excrecdo. As HDL nascentes sdo formadas por hepatdcitos, pela mucosa intestinal e por
remanescentes de lipoproteinas, cujas principais apoproteinas sao apo A-I e apo A-II
(ECKARDSTEIN, NOFER E ASSMANN, 2001), embora outras, como apo A-IV, apo A-V,
apo C-I, apo C-II, apo C-III, apo D ¢ apo E, possam estar presentes (LUND-KATZ et al.,
2003). O colesterol livre, em contato com a HDL nascente, é substrato para a enzima
plasmatica lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), resultando na formacdo de ésteres de
colesterol e aumento do tamanho da particula de HDL. O colesterol esterificado pode ser
transferido para as lipoproteinas que contém apo B, pela proteina de transferéncia de éster de

colesteril (CETP), e retornar para o figado pelo receptor de LDL. A HDL ainda pode liberar
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colesterol diretamente para o figado — FIGURA 2 (RADER e WILSON, 1995; ALVAREZ-
LEITE e PELUZIO, 2003).

As lipoproteinas podem ser aterogénicas ou antiaterogénicas, dependendo da
composi¢ao ¢ das propriedades fisiologicas. O mais conhecido efeito protetor da HDL na
aterosclerose ¢ no transporte reverso de colesterol, citado anteriormente. Além disso, a HDL
também desempenha importante papel como antioxidante e na fun¢do endotelial (LUSIS,
2000; ECKARDSTEIN, NOFER ¢ ASSMANN, 2001; ASSMANN e GOTTO, 2004). Por sua
vez, a LDL possui propriedades aterogénicas, visto que hé evidente associagdo entre elevadas

concentragdes desta lipoproteina e o aumento da aterosclerose (STEFFENS e MACH, 2004).

4.1.1 Funcoes fisiologicas da lipoproteina de alta densidade (HDL)

A lipoproteina de alta densidade (HDL) apresenta inimeras fungdes que contribui para
a prevencao da aterosclerose, dentre elas podemos citar: o transporte reverso do colesterol; a
acdo antioxidante; o estimulo da produ¢do de 6xido nitrico; a inibicdo da expressdo de
moléculas de adesdo e ativagdo de leucocitos; a regulagdo do processo de coagulagdo e
fibrindlise e a inibig¢do da ativagdo plaquetaria (LIMA e COUTO, 2006).

O transporte reverso do colesterol ¢ a via pela qual o colesterol nos tecidos periféricos
¢ transferido através do plasma para o figado. Este também pode ser reciclado ou excretado na
bile e/ou utilizado como arcabougo para producdo de hormoénios, respectivamente. Para isso
sdo necessarios: 1) a transferéncia de fosfolipidios e colesterol de membranas celulares para
particulas lipoprotéicas ricas em proteinas e pobres em lipidios, através do espaco extracelular

por processo dependente de ABCA-1 que resulta na formacdo das HDL discoidais
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(HUUSKONEN et al., 2001; ORAM, 2002; ECKARDSTEIN, NOFER e ASSMANN, 2001);
2) a esterificacdo do colesterol mediada pela LCAT da HDL discoidal, transformando-a em
particula esférica; 3) a interagdo das HDL esféricas com a proteina transportadora de
colesterol éster (CETP), que transfere o contetido de ésteres de colesterol (EC), ou parte dele,
para VLDL e seus remanescentes; ¢ 4) a recirculagdo do EC para o figado, tanto pela remogao
de B-VLDL por meio dos receptores da lipoproteina de baixa densidade quanto pela remogao
de particulas de HDL pelos receptores da familia SR-BI, que removem seletivamente os EC
das particulas de HDL e também de LDL para os hepatocitos e células produtoras de
hormdnios esteroidais, sem internalizar as proteinas da HDL, os fosfolipidios e as
apolipoproteinas (FREDENRICH e BAYER, 2003).

E importante enfatizar que o TRC é realizado por um conjunto de particulas efetoras
como apoproteinas, lipidios, proteinas de transferéncia, enzimas, entre outras, associadas ou
ndo a HDL e suas subclasses, sendo esse um grande desafio para a lipidologia: entender como
a relacdo influxo/efluxo do colesterol pode ser modulada para prevenir a aterosclerose
(ECKARDSTEIN, NOFER e ASSMANN, 2001).

A oxidacao da LDL ¢ considerada o principal evento de iniciagdo do desenvolvimento
da aterosclerose (LULIANO, 2001). A LDL oxidada (LDL-o0x) age como fator quimiotatico
para mondcitos que, transformados em macrofagos tirgidos com lipidios (células espumosas),
exercem efeitos citotoxicos sobre as células endoteliais, aumentando a ativacdo de plaquetas,
estimulando a migracdo e a proliferacdo de células musculares lisas (SMC) e antagonizando
os efeitos vasodilatadores do 6xido nitrico (CHISOLM e STEINBERG, 2000). Diversos
autores tém mostrado que a HDL reduz significativamente as modificagdes oxidativas da
LDL. A HDL pode inibir a oxida¢do da LDL quando causada por ions de metais de transi¢ao
e prevenir a formagdo de peroxidos lipidicos pela 12-lipooxigenase (FREDENRICH e

BAYER, 2003).
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A HDL também adquire alguns produtos de oxidagao da LDL como, por exemplo,
lisofosfatidilcolina e perdxidos lipidicos, transportando-os até o figado, onde serdo
metabolizados (HUANG et al., 1998). A inibigdo da oxidagdo da LDL pela HDL ¢
comumente atribuida ao seu contetido antioxidante (a-tocoferol, licopeno, estrogenos)
(PERUGINI et al.,, 2000), as propriedades antioxidantes da apoA-I e apoA-II e,
principalmente, devido a presenca de paraoxonase, uma enzima que catalisa a hidrolise de
acidos carboxilicos aromaticos e compostos organofosforados (CANALES e SANCHEZ-
MUNIZ, 2003).

A paraoxonase também catalisa a quebra de fosfolipidios oxidados na LDL, os quais
estimulam a producdo de citocinas e induzem a adesdo de mondcitos na superficie de células
endoteliais. Além disso, diminui o conteudo de peroxidos lipidicos em artérias corondrias
humanas e lesdes da cardtida (DURRINGTON et al., 2001). Em animais susceptiveis a
aterosclerose, como camundongos deficientes em apo E ou receptores de LDL, altos niveis de
marcadores de oxidacdo estdo acompanhados da diminui¢do da atividade da paraoxonase. Tal
diminui¢do também foi observada em animais submetidos a uma dieta aterogénica e em
pacientes diabéticos com niveis elevados de hemoglobina glicada. Por outro lado, a expressao
da apo A-I humana em camundongos aumentou a atividade da paraoxonase. Além disso,
diversos estudos genéticos tém confirmado a importdncia da paraoxonase na inibicdo do
desenvolvimento da aterosclerose. Além disso, diversos estudos tém mostrado o aumento do
risco de DAC em individuos com baixa atividade de paraoxonase (MACKNESS et al., 1999).

O endotélio vascular tem papel crucial no aparecimento e no desenvolvimento da
aterosclerose. Fatores importantes das disfuncdes endoteliais sdo as diminui¢des das
biodisponibilidades do NO e o aumento da afinidade do endotélio a leucdcitos que estdo
associados aos eventos iniciais do processo aterogénico (ALENZI, MARCIL E GENEST,

2004). Diversos estudos in vivo tém mostrado efeitos benéficos da HDL na fun¢do endotelial
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(MINEO et al., 2003). Por exemplo, a correlagdo negativa entre vasodilatacao dependente de
NO e niveis plasmaticos de HDL tem sido descrita, assim como a melhora da fungdo
endotelial na hipercolesterolemia humana apos infusdo de particulas de HDL (SPIEKER et
al., 2002). Recentemente foi demonstrado que HDL ¢ um fator auténomo de protegado para o
endotélio, induzindo a ativacdo da NO sintase, a liberagdo de NO e o efeito de
vasorrelaxamento (RAMET et al., 2003).

Os efeitos protetores da HDL a fungdo endotelial estdo associados a sua ligagdo com
os receptores SR-B1 e podem estar relacionados a substincias reguladoras presentes na
composi¢ao da particula de HDL. Esses efeitos seriam mediados por uma proteinoquinase, a
qual pode ser ativada apos a ligagdo da HDL com os receptores SR-B1 e a consequente
interagdo de lisoesfingolipidios presentes na HDL com genes receptores de diferenciagao
presentes na membrana das células endoteliais (RAMET et al., 2003).

As particulas de HDL interferem em varias das intmeras fungdes secretoras das
células endoteliais. A prostaglandina (PGI,), produzida nas células endoteliais por a¢dao das
ciclooxigenases (COX-2), tem alta atividade vasorrelaxante, inibe a ativagdo plaquetaria e
diminui a liberagdo de fatores de crescimento que agem estimulando a proliferagdo local das
cé¢lulas musculares lisas. A HDL, em concentracdes fisiologicas, estimula a produgido de PGIL.
O efeito estimulante depende de dois fatores: o suprimento de acido araquiddnico para as
células endoteliais, a partir das particulas de HDL, e a indugao da sintese de COX-2, que ¢ a
principal via de produgdo de prostandides pelas células endoteliais (YOUNG et al., 2004).

A HDL também demonstra ter importante papel na modulagao da sintese do peptideo
C natriurético (CNP), o qual causa vasodilatacdo e inibe a secre¢do de endotelina-1. A placa
aterosclerotica sofre forte influéncia dos tipos celulares nela contidos. Tem sido relatado que a
adesdo de leucocitos as células endoteliais possui papel crucial no desenvolvimento da placa

aterosclerodtica. A adesdo celular ¢ mediada por moléculas de adesdo presentes na superficie
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das células do endotélio vascular, representadas, basicamente, pelas moléculas de adesdo
vascular VCAM-1, ICAM-1 e pelas selectinas P, L e E. O processo de adesdao dos leucdcitos
ao endotélio é chamado de marginacao, seguido pela fase de ativagdo da ligagdo ao endotélio
e finalmente a fase de migragdo, em que os leucdcitos tornam-se aptos a migrar através dos
tecidos. Essas moléculas de adesdo (necessarias para a aderéncia dos leucdcitos as células
endoteliais), principalmente VCAM-1, ICAM-1 e selectina-E, estdo abundantemente
presentes nas placas aterosclerdticas (SPIEKER et al., 2002). Cybulsky et al. (2001)
observaram pela primeira vez o aumento da expressio de VCAM-1 em animais
hipercolesterolémicos, tanto devido a inducdo por dietas hipercolesterolémicas quanto pela
deficiéncia do LDLr-/-. A expressdao de moléculas de adesdo ¢ induzida por citocinas (IL-1 e
TNF-a), que sdo liberadas por células ativadas, por lisofosfatidilcolina presente em LDL
oxidada e por produtos de lip6lise.

Apesar de todas essas evidéncias, o papel da HDL na inducdo da supressdo de
moléculas de adesdo para prevenir a aterosclerose ¢ ainda uma questdo importante para debate
(LIMA e COUTO, 2006).

Estudos epidemiologicos tém demonstrado a associacdo de coagulacdo e fibrindlise
com doenga arterial coronariana (DAC) (TRACY, 2003). O estudo sobre doenca cardiaca de
Northwick-Park demonstrou que a acdo prd-coagulante do fator VII, fator dependente de
vitamina K, ¢ um potente preditor da mortalidade por DAC. Altos niveis do inibidor tipo I do
ativador do plasminogénio (PAI-I) também estdo associados ao aumento do risco de eventos
cardiovasculares. Tais achados sugerem que o desequilibrio entre a coagulagdo e a fibrin6lise
pode conduzir a aterosclerose (LIMA e COUTO, 2006).

A ativagdo dos fatores da coagulagdo ¢ seguida pela producdo da tenase extrinseca
(complexo formado por fator tecidual, fator VIla, fosfolipidios e ions calcio) e protrombinase

(complexo de fatores da coagulagdo como Va, Xa, II, fosfolipideos e ions calcio). Essas
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ativagOes sao moduladas pelas particulas de HDL. A modulagdo do processo de coagulacao e
de fibrindlise pela HDL ¢ acompanhada da inibicao da secre¢ao de citocinas (TNF-a e IL-1),
que aumentam tanto a coagulacdo quanto a fibrinélise (LIMA e COUTO, 2006).

A HDL baixa ¢ preditor independente da formacdo aguda de trombo dependente da
ativagdo plaquetaria (CUCHEL e RADER, 2002). Estudos in vitro demonstraram que, na
presenca ou na auséncia de plasma rico em plaquetas ou apenas em plaquetas isoladas, a HDL
inibe a ligagdo do fibrinogénio induzida por trombina na superficie plaquetaria. A HDL inibe
ainda a trombina e a formag¢do de ADP devido ao estimulo a secrecdo de granulos alfa e
granulos densos nas plaquetas (NEUFELD et al., 2000).

Em estudos utilizando inibidores da NO sintase, obteve-se diminui¢do da capacidade
inibitdoria da agregacdo plaquetdria pela HDL. Por outro lado, a presenca de precursores de
NO aumenta a capacidade inibitéria da HDL sob a ativacdo plaquetaria. A inibicdo da
agregacao plaquetaria ¢ devida, provavelmente, a inducdo da sintese de 6xido nitrico (NO)
pela apo E presente nessas lipoproteinas (LIMA e COUTO, 2006). Por outro lado, a maior
parte dos estudos que avaliaram o fendmeno inibitério da ativagdo plaquetaria utilizou
particulas de HDL derivadas de pacientes deficientes em apo E. Verificou-se também que,
apods incubacdo da HDL com plaquetas, ha presenca de um substrato (proteina fosforilada
com peso molecular de 43kDa) para a proteinoquinase C. Ndo se sabe ainda por certo como a
HDL ativa a proteinoquinase C, porém essa ativacdo ¢ importante para a inibi¢ao da ativagao
plaquetaria (NOFER et al., 2002).

Embora exista pouca informagdo sobre os efeitos da HDL na fung@o plaquetaria in
Vivo, os resultados obtidos in vitro sdo bastante convincentes e importantes para o desenho e o

direcionamento de novos estudos (LIMA e COUTO, 2006).
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4.2 RECEPTOR DE LDL E O METABOLISMO DE COLESTEROL

O receptor de LDL ¢ uma glicoproteina expressa na maioria das células com ntcleo,
em especial no figado. Esses receptores reconhecem a apo B-100, presente na LDL, e a apo E,
presente na IDL e HDL, removendo essas lipoproteinas da circulagdo por meio de um
processo de alta afinidade de ligacdo e internalizacdo (BRESLOW, 1996; JEON e
BLACKLOW, 2005), regulando assim o nivel de colesterol plasmatico (ISHIBASHI et al.,
1994).

No metabolismo celular da particula de LDL, a apo B-100 da superficie liga-se ao
receptor de LDL, que esta localizado em regides denominadas de fossetas revestidas, que
contém clatrina. Em seguida, o complexo receptor-LDL ¢ internalizado por endocitose,
formando as vesiculas endociticas (endossomos). O endossomo possui pH acido, o que
permite que a LDL se dissocie do receptor de LDL. Este ¢ reciclado, podendo retornar a
superficie da célula e iniciar outro ciclo de endocitose. A LDL, por sua vez, ¢ entregue ao
lisossomo quando as membranas do endossomo e do lisossomo se fundem. Os componentes
protéicos da LDL sdo hidrolisados a aminoacidos e os ésteres de colesterol a colesterol livre,
0 qual ¢ transferido para um compartimento celular onde pode associar-se as membranas
celulares. O aciimulo de colesterol ndo esterificado dentro da célula regula a atividade de duas
enzimas: inibe a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase, levando a uma reducdo da
sintese de colesterol, e ativa a acil-CoA colesteril aciltransferase, facilitando sua propria
reesterificacdo e estocagem (JEON ¢ BLACKLOW, 2005).

Defeitos genéticos no receptor de LDL produzem aumento sérico do colesterol em

humanos com desenvolvimento da hipercolesterolemia familiar, uma doenca que predispde as
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doengas cardiovasculares em pessoas ainda jovens (ISHIBASHI et al., 1994; JEON e

BLACKLOW, 2005).

4.3 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose pode ser entendida como uma doenga progressiva e degenerativa no
ambiente vascular de grandes artérias. Dentre os mecanismos que participam do
desenvolvimento desta patogenia, destaca-se o efeito da LDL (lipoproteina de baixa
densidade) modificada, particularmente quando oxidada ou nitrosada (HOOG et al., 1993;
EISERICH, PATEL e O'DONNEL, 1998).

Este processo foi dividido em diferentes fases para efeitos de classificagdo, os quais
foram aprovados pela American Heart Association e atualmente adotados como referencial
por diversos pesquisadores (STARY et al., 1994).

Hé enorme interesse em se determinarem marcadores ou fatores indicadores para as
diferentes fases, tanto em humanos, como em diferentes modelos de estudo como, por
exemplo, os camundongos transgénicos e knockout (LUSIS, 2000). Contudo, marcadores
especificos de uma determinada fase, e sua correlagdo com as alteracdes estruturais
decorrentes da patologia, ainda encontram-se em estudo. Os diferentes estagios sao
caracterizados por meio de evidéncias estruturais e da expressdo de fatores indicadores ou
marcadores nas lesdes (LUSIS, 2000; LUSIS, MAR e PAJUKANTA, 2004).

Atualmente, a aterosclerose tem sido descrita como uma doenga autoimune, bem como
considerada uma doenga inflamatéria cronica (ROSS, 1999). Neste contexto, ¢ evidente o

papel do receptor CD40 e seu ligante CD40L em vérios estagios da aterosclerose. A expressao
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e o papel da interagdo CD40-CD40L foram inicialmente descritos de maneira restrita a sua
participag@o na ativagdo de células T ¢ linfocitos B (HOLLENBAUGH et al., 1992; DURIE
et al., 1994; LIPSKY et al., 1997). Porém, estudos posteriores mostraram esta interagdo por
meio de sua expressdo em uma ampla variedade de células, incluindo células endoteliais,
c¢lula muscular lisa e macr6fagos (ALDERSON et al., 1993; COCKS et al., 1993; ARMANT
et al., 1995; REUL et al., 1997; MACH et al., 1997). Varios estudos mostram o papel do
CD40 como molécula sinalizadora dos processos envolvidos na aterosclerose em diferentes
estagios, compreendendo fases de: inicio, evolucdo e complicagdes agudas apos a ruptura da
placa. Tais evidéncias foram relacionadas ao fato de que ligagao entre CD40 e CD40L induz a
expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais (KARMANN et al., 1995; YELLIN
et al., 1995) e estimula a liberacdo de quimiocinas, como IL-8 ¢ MIP-1-o. (KIENER et al.,
1995), sendo que tais moléculas participam de fases iniciais da aterosclerose.

A formacao do complexo CD40-CD40L também induz a expressao de citocinas, como
IL-1 (interleucina-1), IL-6, IL-12, INF-y em diferentes células, incluindo células endoteliais,
musculares lisas e macrofagos in vitro (MACH et al., 1997; KIENER et al., 1995; KATO et
al., 1996; SCHONBECK et al., 1997; MCDYER et al., 1998). Tais citocinas tém sido
descritas em associacdo a reagdo inflamatéria local durante a fase de evolucdo da
aterosclerose. Em relacdo as fases de complicacdes tardias do ateroma, foi demonstrado que o
CD40L nativo ou recombinante induz a expressdo de certas enzimas, as quais sao
responsaveis pela degradagdo da matriz protéica, com consequente desestabilizagdo da placa e
trombose (SCHONBECK et al., 1997; MACH et al., 1997, MCDYER et al., 1998). Assim,
foi descrito que o complexo CD40-CD40L presente em células endoteliais, musculares lisas e
macrofagos, encontram-se localizados as colagenases intersticiais € em sitios de colagendlise
no ateroma humano, demonstrando-se a relevancia do papel do CD40 como sinalizador na

ruptura da placa. Camundongos LDLr-/- tratados com anticorpos contra CD40L e sob dieta



31

hipercolesterolémica por 12 semanas demonstraram grande redu¢ao na formacgdo de lesdes

ateroscleroticas (MACH et al., 1998).

4.4 HIPERTROFIA VENTRICULAR ESQUERDA

A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) constitui um conjunto de alteragdes
estruturais decorrentes do aumento das dimensdes dos cardiomidcitos, da proliferagdo do
tecido conjuntivo intersticial e da rarefagdo da microcirculagdo coronariana (SHIRANI et al.,
2002; SUSSMAN, MCCULLOCH e BORG, 2002; WOLLERT ¢ DREXLER, 2002). Quando
o cardiomiocito recebe um estimulo hipertréfico, esse é traduzido no interior da célula, como
alteracdes bioquimicas que levam a ativagdo de segundos (citosolicos) e terceiros (nucleares)
mensageiros que irdo agir no nucleo da célula, regulando a transcri¢do, e, finalmente,
determinardo a expressao génica que induz a HVE. O miocardio dos mamiferos passa por um
crescimento hipertrofico durante a maturagdo pds-nascimento, que ¢ caracterizado por
aumento no tamanho individual dos cardiomidcitos sem divisdo celular (LORRELL e
CARABELLO, 2000). Este padrao de desenvolvimento hipertréfico pode ser reiniciado no
coracdo adulto em resposta a diferentes mecanismos hemodinamicos, neuro-hormonais e/ou a
estimulos patogénicos (HUNTER e CHIEN, 1999).

O crescimento dos cardiomidcitos que ocorre na hipertrofia ventricular esquerda pode
ocorrer de duas maneiras diferentes: pela adigdo de sarcomeros em série (sobrecarga de
volume) ou em paralelo (sobrecarga de pressdo), permitindo que a célula aumente em
comprimento ou em didmetro, levando a hipertrofia excéntrica ou concéntrica,

respectivamente (KEMPF ¢ WOLLERT, 2004).
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Segundo Kempf e Wollert (2004), sobrecargas hemodinamicas podem conduzir a
hipertrofia fisiologica ou patoldgica. Hipertrofia fisiologica ¢ aquela desenvolvida em
decorréncia da sobrecarga hemodinamica transitéoria como as observadas no crescimento
cardiaco durante a adolescéncia, a gestagdo e em resposta a exercicios regulares (coragdo de
atleta), enquanto que a hipertrofia patologica ¢é aquela decorrente de sobrecarga
hemodinamica persistente, como observada na hipertensao arterial. Na hipertrofia patologica,
além do aumento do tamanho da célula e a organizagdo de novos sarcoOmeros, ocorrem
diversas mudangas quantitativas e qualitativas nos niveis de expressdo génica dos
cardiomidcitos, as quais modificam as proteinas contrateis, os canais ionicos, ¢ determinam
prejuizo da fungdo contratil.

O aumento da massa ventricular esquerda representa um marcador do
desenvolvimento da insuficiéncia do 6rgdo, geralmente decorrente de um persistente efeito
deletério da hipertensdo arterial. A partir desse quadro, varios estudos foram realizados com o
intuito de avaliar ¢ melhor entender o efeito da HVE sobre os eventos cardiovasculares e a
incidéncia na mortalidade. Segundo o ““Framingham Heart Study” (KANNEL, 1983), os
individuos que apresentaram HVE, diagnosticada por meio de alteragdes eletrocardiograficas,
apresentaram risco de morte seis vezes maior que a populacdo em geral associada aos fatores
de risco tradicionais, como dislipidemia (SUNDSTROM et al., 2001, LEE et al., 2005),
tabagismo (ZHANG et al., 2006) ¢ hipertensao arterial (KEMPF ¢ WOLLERT, 2004).

O aumento no estiramento dos cardiomidcitos e substancias circulantes, como a
endotelina 1 (ET1) (LEE et al., 2005), a angiotensina II (LANG et al., 2000), a insulina
(FREDESDOREF et al., 2004), ¢ as catecolaminas (SUSSMAN, MCCULLOCH e BORG,
2002; DASH et al., 2003), assim como fatores de crescimento e citocinas liberadas
localmente pelas células miocardicas (IZUMO e SODOSHIMA, 1997) e produtos do estresse

oxidativo, como exemplo o anion superoxido (O,) (NAKAGAMI, TAKEMOTO e LIAO,
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2003) induzem o crescimento hipertréfico dos cardiomidcitos. Entretanto, ainda ndo esta
completamente elucidado se o estimulo primario para a hipertrofia é o estiramento mecanico
do coracao, fatores neuro-humorais, ou mesmo da interagcdo de ambos.

Os eventos subsequentes a hipercolesterolemia induzem ativagdo das células
inflamatorias, infiltragdo de macréfagos na parede vascular coronariana e nas regides
intersticiais do tecido cardiaco caracterizada pela superexpressao do CD40L (SANGUIGNI et
al., 2005) e produgao de citocinas (NIAN et al., 2004). A intera¢dao entre CD40 ¢ CD40L
ativa a via NFkappap (BARTER, 2003; GELBMANN et al., 2003), promove a fosforilagdo
do IKK (inibidor Kappap quinase), resultando na translocacdo do fator nuclear Kappa [
(NFkappa B) para o nucleo, onde ativa genes envolvidos na inflamag¢do e no crescimento
celular (NIAN et al., 2004; VELLAICHAMY, SOMMANA e PANDEY, 2005). A ativaciao
do NFkappa B participa do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca em camundongos,
caracterizada por aumento do depdsito de coldgeno (VELLAICHAMY, SOMMANA e
PANDEY, 2005).

A HVE ¢ induzida por fatores hemodinidmicos, como o aumento da necessidade
metabolica e sobrecarga de pressdo e/ou volume e fatores neuro-humorais como as

catecolaminas, angiotensina II, insulina e estresse oxidativo (GARCIA et al., 2008).

4.5 RESISTENCIA INSULINICA

A resisténcia insulinica desempenha um papel central no desenvolvimento da
disfun¢do endotelial (evento precoce no processo de aterosclerose), através da indugdo de

disturbios nas vias de sinalizagdo comuns tanto a acdo da insulina como a produ¢ao do 6xido
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nitrico, além de aumentar o estresse oxidativo, os niveis de endotelina-1 (ET-1), a atividade
do sistema renina-angiotensina e a secre¢do de hormdnios e citocinas pelo tecido adiposo. A
disfungdo endotelial se caracteriza pela menor produgdo de 6xido nitrico, o qual ndo so
modula o tonus do musculo liso vascular como também inibe varios processos aterogénicos,
tais como a adesdo de plaquetas e mondcitos, a oxidagdo do LDL, a sintese de citocinas
inflamatorias e a proliferagdo das células musculares lisas vasculares (ORIO et al., 2005;
KADOWAKI e YAMAUCH]I, 2005).

A disfuncdo endotelial estd presente em diversas doencas metabolicas e/ou
cardiovasculares, como na obesidade, intolerancia a glicose, hiperglicemia (diabetes mellitus),
hipertensao arterial e dislipidemia. Em todas essas condi¢des ocorre resisténcia insulinica, a
qual se apresenta como um distirbio metabolico que se manifesta por reducao na utilizagdo da
glicose pelo musculo esquelético periférico (FERRANNINI et al., 1997), e tem sido
fortemente associada a disfuncdo endotelial, que tem se mostrado ocorrer precocemente
(HSUEH, LYON e QUINONES, 2004).

Defeitos na vasodilatagio mediada pelo NO também podem contribuir para a
resisténcia a insulina. Demonstrou-se que a infusdo de inibidor do 6xido nitrico sintase (NOS)
ndo apenas diminui a vasodilatacio dependente do endotélio, como também diminui a
captagdo de glicose mediada pela insulina. Entretanto, ha dados mostrando que a diminuig¢ao
nao ocorre em todos os 6rgaos e sistemas do organismo, apesar de ter ocorrido, com inibi¢ao
da NOS, reducdo do fluxo do antebrago e aumento da pressao arterial (CULIC, DECKING E
SCHRADER, 1999).

A idéia de que a func¢do endotelial pode regular a captacdo de glicose pela insulina ¢
interessante ¢ pode contribuir para explicar achado de dois ensaios clinicos em que a melhora
da disfun¢do endotelial com agentes como os inibidores da enzima conversora da

angiotensina e uma estatina ndo apenas retardaram a progressdo da doenca arterial
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coronariana e a morte, mas também preveniram o desenvolvimento do DM2 em pacientes de
alto risco. Portanto, essas observagdes sugerem que a atenuagdo da doencga cardiovascular ¢
acompanhada de retardo na progressio do DM (HSUEH e QUINONES, 2003).

Nos tecidos-alvo, a insulina estimula duas vias: a via do fosfatidilinositol 3-quinase ¢ a
via da proteina quinase ativada por mitogenos (MAPK). A ativacdo da fosfatidilinositol 3-
quinase, que ocorre apos a ligacdo da insulina com seu receptor, ¢ critica para a captagdo de
glicose nos tecidos-alvo dependentes de insulina, como o musculo esquelético, coragdo e
tecido adiposo. Demonstrou-se, também, que essa via regula a producdo endotelial de NO
mediada por insulina. Quando a via da fosfatidilinositol 3-quinase esta disfuncional, ocorre
piora da vasodilatacdo dependente do endotélio estimulada pela insulina. Dessa forma, uma
disfuncdo sistémica na via da fosfatidilinositol 3-quinase, que define resisténcia insulinica,
provoca também defeito tanto na captagdo de glicose quanto na vasodilatacdo dependente do
endotélio mediada por insulina (HSUEH e QUINONES, 2003).

A via da MAPK ¢ importante para as agdes proliferativas da insulina. Entretanto, na
vasculatura, essa via medeia ndo somente o crescimento celular, mas também a capacidade
migratoria das células endoteliais, do musculo liso vascular e dos mondécitos. Além disso, ela
parece mediar a expressdo de um fator pré-trombdético, pro-fibrético e o inibidor do ativador
do plasminogénio 1 (PAI-1), em resposta a diversos estimulos. Dessa forma, por estimular o
crescimento e a migracao celular e as respostas pro-inflamatorias e pro-tromboticas, a via da
MAPK pode ser aterogénica. Uma questdo importante ¢ saber se essa via também estd
atenuada em estados de resisténcia insulinica (ANDERSON et al., 2001; BONETTI,
LERMAN e LERMAN, 2003).

Dados de varios estudos demonstram que a resisténcia insulinica e os defeitos
associados com a sindrome metabdlica sdo dependentes de defeito especifico da via de

sinalizacdo da insulina, a via do fosfatidilinositol 3-quinase, enquanto as fun¢des mediadas
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pela via da MAPK operam normalmente. De fato, hd dados mostrando que diminuic¢ao da via
do fosfatidilnositol 3-quinase pela insulina estd associada a aumento da via da MAPK em
células vasculares. Assim, na presenca de insulina, é possivel que a hiperinsulinemia possa ser
aterogénica (HSUEH e QUINONES, 2003).

McCarty (2003) propde que os acidos graxos também levam a resisténcia insulinica. O
mecanismo pelo qual o aumento de acidos graxos livres leva a diminuicdo da captacdo de
glicose parece envolver o aumento da NADH e acetil CoA intramitocondriais. Como
resultado, ocorre inibicdo da fosfofrutoquinase e hexoquinase II, levando ao aumento da
concentragdo intracelular de glicose, bem como de sua captagdo. Entretanto, outros autores
tém proposta diferente e sugerem que a inibi¢do do transporte de glicose ou atividade de
fosforilagdo precede a reducdo da sintese de glicogénio e oxidagdo de glicose induzida por
acidos graxos livres (DANDONA et al., 2004).

Deve-se ressaltar que, aumentando-se os metabolitos intracelulares de acidos graxos,
pode haver ativacdo da cascata da quinase da serina/treonina, possivelmente via proteina
quinase C delta, levando a fosforilagdo da serina/treonina do substrato para o receptor de
insulina 1 (IRS-1). O IRS-1 fosforilado em serina ndo se liga nem ativa a PI-3 quinase,
resultando em transporte diminuido de glicose e nas outras manifestacdes da resisténcia
insulinica (BRECHTEL et al., 2001).

Os acidos graxos livres podem também interferir diretamente com a expressao,
transcri¢do ou no recrutamento para a superficie celular do transportador GLUT-4. Além
disso, os acidos graxos livres reduzem o clearance hepatico de insulina ¢ aumentam a
produgdo hepatica de glicose; ambos potencializam os efeitos da resisténcia insulinica
(DANDONA et al., 2004).

Entre os mediadores inflamatérios, o TNF-oo ¢ um possivel candidato a induzir

resisténcia insulinica. Ele ¢ produzido por adipdcitos e estd aumentado no tecido adiposo de
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roedores obesos, bem como em humanos. O tratamento com TNF-o leva a reducao da
autofosforilagdo do receptor da insulina estimulada pela prépria insulina e inibicao
subsequente da fosforilacdo de IRS-1(ALDHAHI e HAMDY, 2003).

O TNF-a induz modificagdo do IRS-1 por fosforilagdo em serina, o que torna essa
molécula inibitoria para a sinalizacao do receptor de insulina. A neutraliza¢ao dos efeitos do
TNF-a, em ratos obesos, provoca aumento da sensibilidade insulinica. Ressalta-se que

camundongos deficientes em TNF-o permaneceram sensiveis a insulina quando colocados em
dieta rica em gordura (MONTANI et al., 2002).

Dados recentes sugerem que, enquanto o TNF-a age de forma paracrina no adipdcito,
a IL-6 circula no plasma em concentracdes relativamente altas, sendo, portanto, muito mais
importante sistemicamente. De fato, ela ¢ chamada de "citocina endocrina". Alguns dos
efeitos metabolicos da IL-6 (uma citocina pleiotropica) demonstram que, em estudos in vitro,
essa citocina induziu inibi¢do dependente de dose da liberagdo de insulina estimulada por
glicose. In vivo, a IL-6 recombinante induziu alteragdes metabolicas usualmente encontradas
em estados catabdlicos, aumentando as concentragdes plasmaticas de glicose sem alterar
significativamente as concentragdes plasmaticas de insulina ou peptideo C. Apesar de as
células gordurosas contribuirem com 1/3 da concentracdo circulante de IL-6, existem outras
fontes importantes de produ¢do, como os mondcitos. Nesse contexto, talvez a IL-6 represente
um fator hormonal que causa resisténcia insulinica. Quando a inflamacao ¢ mantida, cronica
ou descontrolada, e quando o estimulo se torna excessivo, ndo se consegue alcancar os efeitos
desejados, e assim ha piora da hiperglicemia e da resisténcia insulinica. Isso resultaria em
inflamagio somente quando a resisténcia insulinica fosse grave (FERNANDEZ-REAL e

RICART, 2003).
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4.6 INDICE HOMA (HOMEOSTASIS MODEL ASSESSMENT)

M¢étodos para determinagdo da resisténcia a insulina (RI) e da capacidade funcional
das células beta (BcC) tém se multiplicado (OLEFSKY et al., 1973; INSEL et al., 1975;
BERGMAN et al., 1979), e podem ser agrupados em dois modelos: um, baseado na medida
dindmica das respostas insulinica e/ou glicémica apos estimulo, tais como clamp euglicémico
(DE FRONZO et al., 1979), modelo minimo (BERGMAN et al., 1979), continuous infusion
of glucose with model assessment (CIGMA) (HOSKER et al., 1985) e insulin sensitivity index
(ISI) (MATSUDA et al., 1999); o outro, assentado em medidas estaticas, ou instantaneas, de
um ou mais constituintes plasmaticos, mais frequentemente insulina, glicose, pro-insulina e
peptideo C, representado pelos indices homeostasis model assessment (HOMA) (BERGMAN
et al., 2003), e quantitative insulin-sensitivity check index (QUICKI) (KATZ et al., 2000).

A medida da RI e da BcC ganhou maior interesse a partir dos trabalhos de Reaven,
que em 1988 denominou de sindrome de resisténcia a insulina a coexisténcia frequente de
hipertensdo, DM2, dislipidemia e obesidade. Desde entdo, passou-se a aventar a relagao direta
entre RI e risco cardiovascular, mesmo em individuos ainda sem alteracdes da tolerancia a
glicose (BARZILAYV et al., 1999; COUTINHO et al., 1999; TUAN et al., 2003).

O indice HOMA, descrito por Matthews et al. (1985) pode ser calculado de duas
maneiras: a estimativa da RI, na qual HOMA-RI = insulinemia de jejum (mU/L) x glicemia
de jejum (mmol/L)/22,5; e a determinacdo da BcC, onde HOMA-BcC = (20 x insulinemia de
jejum [mU/L])/(glicemia de jejum [mmol/L] - 3,5). Por ser estimado simplesmente a partir da
determinagdo da insulinemia e da glicemia de jejum, vem sendo amplamente utilizado e

referido na literatura, sobretudo em estudos populacionais (ACOSTA et al., 2002; BONORA
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et al., 2004; FUKUSHIMA et al., 2004; GOKCEL et al., 2003; HAFFNER et al., 1996;
TANIGUCHI et al., 2000; TORRENS et al., 2004).

E perceptivel a falta de um valor de corte estabelecido como referéncia para classificar
os resultados dos pacientes. Desde que Matthews et al. (1985) definiram que individuos
higidos, com menos de 35 anos e peso corporal normal tinham HOMA-RI = 1 e HOMA-BcC
= 100%, a literatura revela variagdo entre as propostas dos diversos autores para HOMA-RI:
3,0, definido em estudo envolvendo 90 japoneses higidos e 281 diabéticos do tipo 2
(KUWANA et al., 2002); 2,8 + 2,4, em estudo com 6.511 americanos (ACOSTA et al.,
2002); 1,96 + 0,57, para chilenos ndao obesos (BRAVATA et al., 2004); 2,24 + 1,26,
encontrado por Gokcel et al. (2003) em turcos, e 2,5 considerado por Taniguchi et al. (2000)
em um estudo que avalia a existéncia de duas variantes de ndo obesos levemente diabéticos,
com e sem RI.

Tal variagdo pode estar assentada nas diferengas populacionais. Além disso, podera
estar influenciada pela falta de padronizagdo das condi¢des para realizacdo das medidas de
insulina e glicose que servem ao calculo do indice HOMA, o que se ilustra pela diversidade
de sistemas analiticos utilizados (KUWANA et al., 2002).

Outro elemento importante a ser considerado ¢ a variabilidade biologica (VB) da
insulinemia que ¢ devida a fatores como estresse (HOLMAN et al., 1980) exercicio fisico
(LEBLANC et al., 1983) e o ritmo pulsatil de secre¢do insulinica (MATTHEWS et al., 1983).
Tais fatores contribuem para que a VB do indice HOMA-RI oscile de 7,1% em nao diabéticos
a 24,2% em diabéticos tipo 2, segundo Jayagopal et al. (2002), ou mesmo 31% para HOMA-
RI e 32% para HOMA-BcC, conforme Matthews et al. (1985).

Segundo Wallace et al. (2004), outro detalhe importante a ser considerado para o
possivel sucesso da utilizagdio do HOMA na pratica clinica ¢ o grau de especificidade

analitica do ensaio para medida da insulina. Niveis de reagdo cruzada com pré-insulina e
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outros precursores podem aumentar a variabilidade inter e intraensaio, se considerarmos a
tendéncia de individuos com mais RI a exibir uma maior fragdo de pro-insulina circulante que
aqueles com menos RI, o que contribuiria, falsamente, para o achado de elevagdes da
insulinemia. Os ensaios disponiveis t€ém percentuais de cruzamento que podem variar de 0,2%
a 40%, ou até mais. Os mais especificos t€ém sido mais recomendados.

Nao obstante a importancia do diagndstico de RI para prevengdo de DM2 ¢ DCV,
sobretudo, fica clara a necessidade de que a escolha da utilizagdo do indice HOMA passe por
uma padronizagdo das condi¢des pré-analiticas e analiticas de realizacdo do teste, pela
definicdo de um valor de corte amplamente aplicavel ou, pelo menos, pertinente a populagao-
alvo, bem como pelo estabelecimento de critérios de interpretacdo que orientem as decisoes
demandadas dos resultados, com o que também concorda uma ampla revisao sobre os usos do
HOMA publicada por Wallace et al. (2004).

O clampeamento euglicémico e hiperinsulinémico ¢ a medida "padrio ouro"
reconhecida para a resisténcia a insulina. No estudo de Ferrara et al. (2001), os autores
utilizam o HOMA, um substituto para a determinacdo da resisténcia a insulina por
clampeamento, para mostrar uma liga¢do aparente entre a sindrome metabdlica e a resisténcia
a insulina. Como o clampeamento ¢ tecnicamente mais complicado e causa um grande
transtorno para o paciente, incluindo a necessidade de ficar de 2 a 3 horas num centro de
pesquisa clinico, foram desenvolvidas varias medidas alternativas para a mensuracdo da
resisténcia a insulina. O HOMA ¢é uma das mais usadas e requer apenas uma amostra de

glicemia de jejum para insulina e glicose.
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4.7 HEMOGRAMA

A hematologia clinica ¢ uma importante area de estudo sobre o estado de saude dos
animais, tendo o hemograma como um dos métodos de avaliagdo de diagndstico e progndstico
de enfermidades (SWENSON, 1988; JAIN, 1993). O hemograma ¢ um dos exames
complementares de diagnostico, por permitir uma analise laboratorial que estabelece aspectos
quantitativos e qualitativos dos eritrécitos (eritrograma), dos leucocitos (leucograma) e das
plaquetras (plaquetograma) no sangue (DESCAT, 2002; FAILACE, 2003; OLIVEIRA, 2007).

O hemograma pode ser realizado utilizando-se métodos ndo automatizados, método do
hemocitometro, e também, por meio de equipamentos automatizados — com ampla variacao
tecnoldgica eletronica associada a informatica. Varias publicagdes cientificas comparando as
metodologias ndo automatizadas e automatizadas demonstram que os resultados obtidos nado
apresentam diferengas estatisticamente significantes (MORESCO et al., 2003; FAILACE e
PRANKE, 2004; LEITE et al., 2007; MATANA et al., 2008; BORGES ¢ SIQUEIRA, 2009;
MACKELLY, 2009). Assim, a tendéncia é a substituicdo gradual pelos equipamentos
automatizados (NAOUM, 2009).

O eritrograma ou hematimetria ¢ a parte do hemograma que inclui os testes
laboratoriais que determinam o perfil hematoloégico da série vermelha do sangue periférico. A
hematimetria é uma avaliacdo quantitativa da massa de eritrocitos e hemoglobina no sangue
circulante, que fornece informagdes sobre a morfologia dos eritrocitos (OLIVEIRA, 2007).

Através do leucograma podem-se analisar os testes laboratoriais que determinam o
perfil hematolégico da séria branca (leucdcitos) no sangue periférico; estas células sdo
responsaveis pela defesa do organismo. O leucograma é composto pela contagem global e

diferencial de leucocitos. A contagem diferencial de cada leucocito (neutrdfilos, eosinéfilos,
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basofilos, linfocitos e monocitos) ¢ emitida em porcentagem (%) na contagem relativa e
namero de leucocitos/mm’, na contagem absoluta. E realizada também a avaliacio da
morfologia das células no estirago sanguineo (DESCAT, 2002).

Os neutrofilos sdo os leucocitos mais abundantes no sangue periférico e sdo
produzidos na medula 6ssea a partir de células progenitoras multipotenciais, sob acdo de
numerosos mediadores, em especial os fatores G-CSF ¢ GM-CSF (ZAGO, FALCAO ¢
PASQUINI, 2004).

Os neutrofilos maduros sdao células altamente especializadas no exercicio da
fagocitose e destruicdo intracelular de bactérias, principalmente por mecanismos que
envolvem a ativacdo de peroxidagdo e uso de proteinas de seus granulos e citoplasma como
lisozimas, defensinas, proteinas catidnicas, entre outras (OLIVEIRA, 2007).

Os neutroéfilos circulantes sdo células esféricas desprovidas de movimentagdo ativa
expressiva. No entanto, nas proximidades de uma lesdo inflamatdria os neutréfilos aderem a
parede endotelial, deixam os vasos sanguineos ¢ movimentam-se ativamente em dire¢do ao
foco inflamatdrio. Este processo envolve varias moléculas, que sdo ativadas e desativadas
sequencialmente ou movimentadas em diferentes regides da célula. As principais sao
moléculas que controlam a adesdo dos neutrofilos as células endoteliais e ao colageno
(integrinas, selectinas e outras), e moléculas com capacidade contratil que fazem a célula
avancar ativamente no movimento migratorio (F-actina e miosina II). De uma maneira
simplificada, o processo de migrag¢do dos neutrofilos pode ser dividido em trés fases distintas:
a) ligagdo ou adesdo primaria, b) adesdo secundaria, C) diapedese ou transmigragao
(WINKELSTEIN, MARINO e JOHNSTON, 2000).

Os eosindfilos sdo células com atividade proinflamatdria e citotoxica consideravel,
participando da reacdo e patogénese de numerosas doencas alérgicas, parasitarias e

neoplésicas. A peroxidase ¢ diferente dos neutrofilos, cujas sinteses sdo controladas por
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agentes diferentes, embora o efeito bioquimico e a acdo na célula sejam os mesmos: gera
atividade de peroxido na célula, capaz de destruir numerosos tipos de bactérias, fungos,
helmintos e virus. O principal componente dos granulos dos eosinéfilos € a proteina basica,
capaz de destruir larvas de parasitas e células tumorais (BAIN, 2000).

Eosinofilos e neutrdfilos tém origens e fungdes semelhantes. No entanto, enquanto os
neutrofilos acumulam-se rapidamente em focos de infeccdo bacteriana, os eosinofilos sdo
atraidos para tecidos onde hé invasdo por parasitas ou sitios de reagdes alérgicas (ZAGO,
FALCAO e PASQUINI, 2004). Os basofilos sdo os leucocitos mais escassos do sangue,
apresentam similaridade com os mastocitos, mas sdo células distintas: os mastdcitos sdo
células do tecido conjuntivo que nio entram em circulagdo e ndo sdo relacionados com os
basofilos quanto a sua origem (OLIVEIRA, 2007).

Os basofilos sdo as principais fontes de histamina em circulagdo. Interagdo de seus
receptores de Fc com IgE determina a desgranulagdo com liberacao de histamina e calicreina,
que sdo os principais mediadores de reagdes de hipersensibilidade imediata em anafilaxia,
asma e urticaria. Além disso, a histamina ¢ um potente agente quimiotatico para os
eosinofilos, contribuindo para atrai-los para o foco inflamatorio (ZAGO, FALCAO e
PASQUINI, 2004). Outras substancias liberadas pelos basofilos também participam como
mediadores do processo inflamatério, como leucotrienos (LTB4), tripsina, quimiotripsina e
PAF (ETZIONI et al., 1999).

As células do sistema de fagocitos mononucleares originam-se na medula 6ssea; os
precursores mais imaturos sdo os monoblastos e promonocitos. Estas células sdo liberadas da
medula dssea e transitam pelo sangue periférico como monocitos, migrando em seguida para
os tecidos, onde desempenham sua principal atividade funcional (CLINE et al., 1978). A
passagem do mondécito do sangue para macrofagos nos tecidos implica uma série de

alteracdes funcionais, em especial um aumento da capacidade fagocitaria, intensa expressao



44

de receptores de membrana para IgG e para complemento ¢ um aumento dos lisossomos e
mitocondrias. Os macréfagos dos tecidos sdo ativados em condigdes de estimulo inflamatoério
ou imunolégico (ZAGO, FALCAO e PASQUINI, 2004).

Segundo Neto et al. (2006), os mondcitos sdo os principais componentes da
progressao da doenga aterosclerdtica estimulando a aterogénese e a trombogénse.

Os linfécitos que fazem parte do sistema imune tém como fungdo principal defender o
organismo contra infec¢des. Ocasionalmente, podem agredir o proprio organismo, causando
doencas autoimunes. Todos os linfocitos derivam de precursores hematopoéticos
multipotentes da medula 6ssea, com capacidade de diferenciagdo em precursores das varias
linhagens hematopoéticas, dando origem as células mieldides e linfocitos (ZAGO, FALCAO
e PASQUINI, 2004).

Segundo Oliveira (2007), o plaquetograma envolve a contagem de plaquetas, sendo

expressa em PLT x 10°/mm’

, a avaliacdo da sua morfologia feita por microscopia e as
determinagdes do volume plaquetario médio e da variacdo entre os seus volumes. As
plaquetas sdo células que participam do processo de coagulacdo sanguinea ¢ vivem em média
dez dias na circulagdo sanguinea. Esta sobrevida esta reduzida em algumas condi¢des clinicas
como a purpura trombocitopénica idiopatica, trombocitopenia induzida por drogas, o diabetes,

aterosclerose coronariana ¢ na AIDS, enquanto que a esplenectomia prolonga a vida das

plaquetas.

4.8 MODELO ANIMAL

Segundo Smithies ¢ Maeda (1995) os camundongos naturalmente apresentam niveis

de HDL elevados, enquanto que niveis de LDL sdo baixos em relagdo aos niveis encontrados
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em humanos, sendo que tais condigdes exercem um papel protetor contra a aterosclerose.
Uma vez que o HDL ¢ responsavel pelo transporte de mais de 85% do colesterol plasmatico
de camundongos, enquanto que em humanos a principal lipoproteina carreadora de colesterol
¢ a LDL (65-85%) (BRESLOW, 1996; FAZIO e LINTON, 2001). Os camundongos também
apresentam a ausé€ncia da lipoproteina A, uma lipoproteina pro-aterogénica presente em
humanos. Embora ndo muito bem entendida, a diferenca entre camundongos e humanos ¢
devido a alguns fatores conhecidos, tais como: auséncia da CETP (proteina de transferéncia
de ésteres de colesterol) no plasma de camundongos (em humanos, ela transfere ésteres de
colesterol da HDL para VLDL e triacilglicer6is na direcao oposta); lipase hepatica, a qual ¢
ligada 8 membrana em humanos e soluveis em camundongos; reduzida sintese de apo B-100
em camundongos; alto eficiéncia da apo E murina, quando comparada com a apo E humana,
no que diz respeito a remoc¢do de lipoproteinas remanescentes. Apesar destas diferencgas,
camundongos e seres humanos possuem, com poucas exce¢des, 0 mesmo conjunto de genes
que controlam o metabolismo de lipoproteinas (FAZIO e LINTON, 2001).

O camundongo LDLr-/- foi criado através da remogao do gene para o receptor de LDL
para induzir altas concentragdes séricas das lipoproteinas aterogénicas, LDL e IDL. Uma vez
que possui o clearance de LDL, VLDL e IDL plasmatico diminuido (BRESLOW, 1996),
estes animais t€m sido extensivamente usados para estudar os mecanismos aterogénicos,
ensaios de interven¢do de medicamentos e para investigar o papel do sistema imune na
aterosclerose (FAZIO e LINTON, 2001).

Nas décadas de 60 e 70, foram desenvolvidas dietas capazes de induzir uma
hiperlipidemia leve em camundongos. Uma vez alimentadas por varios meses com tais dietas,
certas cepas desenvolveram lesdes com estrias de gordura na aorta proximal
(VESSELINOVITCH e WISSILER, 1968). No inicio da década de 80, varios pesquisadores

caracterizaram as lipoproteinas e demonstraram as diferencas nos niveis destas associadas as
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diferentes cepas de camundongos (LEBOEUF et al, 1983; LUSIS et al, 1983). Paigen et al.
(1987) desenvolveram um método que permitiu quantificar lesdes ateroscleroticas em
camundongos. Na década de 90, a engenharia genética permitiu o desenvolvimento de
modelos de camundongos transgénicos capazes de desenvolver lesdes avancadas, em
contraste com as discretas lesdes observadas em camundongos selvagens alimentados com
dietas aterogénicas (BRESLOW, 1996). Ha concordancia de que camundongos knockout para
Apo E (apolipoproteina E) ou para o receptor de LDL podem desenvolver lesdes que
compartilham aspectos semelhantes as lesdes humanas avangadas (ROSENFELD et al., 2000;
CALARA etal., 2001; JOHNSON e JACKSON, 2001).

Os camundongos LDLr-/-, quando recebem uma dieta moderada de colesterol
apresentam um aumento maior nas particulas de IDL e LDL e um aumento pronunciado das
lipoproteinas. Camundongos machos e fémeas LDLr-/- sdo férteis, possuem os niveis de
colesterol total no plasma 35 vezes maior que nos animais selvagens (WT), apresentam um
aumento de 7 a 8 vezes na quantidade de IDL sem apresentar mudangas significativas no
HDL, e os niveis de triacilglicerois sdo normais (KRIEGER et al., 2006).

Estudos recentes mostram que camundongos LDLr-/- alimentados com dieta
hiperlipidica por 15 dias apresentam aterosclerose, aumento de 4,7 vezes na concentragao
plasmatica de colesterol e triglicérides, respectivamente, em relagcdo aos camundongos LDLr-
/- com dieta padrao (KRIEGER et al., 2006; TIAN et al., 2006).

As manifestagdes patologicas relativamente leves nos camundongos LDLr-/-,
alimentados com ragdo comercial, s3o provavelmente atribuidas ao fato de estes animais nao
alcangarem as concentragdes de colesterol observadas em humanos com hipercolesterolemia
familiar homozigética. Tal diferenca pode ser explicada pelo fato de o figado destes
camundongos, diferente ao do humano, produzir duas versdes da apolipoproteina B, apo B-

100 e apo B-48, ambas sendo incorporadas na VLDL. Em humanos e camundongos, as VLDL
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que apresentam apo B-100 fornecem particulas remanescentes contendo apo B-100 (IDL),
que sdo retiradas do plasma pelos receptores de LDL. O figado de camundongos também
produz VLDL contendo apo B-48, diferente de humanos, onde tal particula é secretada
somente no intestino, compondo os QM. Lipoproteinas contendo apo B-48 geram
remanescentes que podem se ligar a um segundo receptor, designado como receptor para
quilomicrons remanescentes. Os quilomicrons remanescentes de VLDL, que apresentam a
apo B-48, sdo retirados rapidamente da circulagdo mesmo quando os receptores de LDL estao
ausentes. Essa retirada de circulagdo ¢ atribuida a capacidade das particulas de apo B-48
aceitar apo E, que se liga aos receptores de remanescentes de QM. No camundongo LDLr-/-
aproximadamente 70% da apo B hepatica estd na forma de apo B-48, e acredita-se que isso
possa contribuir para a pouca elevagdo das concentracdes de LDL nestes animais alimentados

com dieta comercial (ISHIBASHI et al., 1994).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo experimental utilizado foi aprovado pelo Comité de FEtica de
Experimentacdo Animal da Universidade Jos¢ do Rosario Vellano — UNIFENAS, n° do

protocolo: 03A/2007.

5.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados em camundongos selvagens (cepa C57BL6) e em
camundongos homozigotos para a auséncia do gene do receptor de LDL (LDLr-/-) gerados no
background C57BL6, machos com 3 meses de idade, pesando 22 + 3g. Os animais foram
obtidos no Jackson Laboratories (EUA) e criados no biotério da Universidade José do
Rosario Vellano -UNIFENAS (Alfenas MG, Brasil). Os animais foram mantidos nesse local
numa sala sob ciclo claro/escuro 12/12horas a temperatura de 23°C. Os camundongos foram
divididos em 3 grupos experimentais e acondicionados em caixas de plastico com 6 animais
cada, assim constituidos: Grupo WT (n=12), camundongos selvagens, os quais receberam
racdo padrao para roedores (Nuvital®); Grupo S (n=12), camundongos LDLr-/- que
receberam racdo padrao para roedores (Nuvital®); Grupo HL (n=12), camundongos LDLr-/-

que receberam ragao hiperlipidica com 20% de gordura total, 1,25% de colesterol e 0,5 % de
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acido colico. Todos os animais receberam agua ad libitum e as respectivas dietas durante 15
dias.
Os animais foram pesados antes ¢ depois de 15 dias de experimento em balanca

eletronica de precisao modelo EK-2000G marca AND.

5.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Ap6s 15 dias de experimento, os camundongos permaneceram por jejum de 12 horas e
em seguida foram anestesiados por via intraperitonial (ip) utilizando-se Xilazina/Ketamina
(Bayer AS e Parke-Davis®, respectivamente) na concentragdo de 6- 40 mg/Kg,
respectivamente.

Apbs a anestesia, o sangue foi coletado por puncdao do plexo venoso retro-orbital,
utilizando capilares heparinizados. O sangue coletado de 6 animais de cada grupo foi
destinado para analises bioquimicas ¢ 6 para analises hematologicas. As amostras de sangue
destinadas para andlises bioquimicas foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos a
4°C, em centrifuga BR4i rpm 14.000 marca Jouan, para obtencdo do soro, o qual foi
encaminhado para as determinagdes séricas. As amostras de sangue destinadas para analises
hematologicas foram coletadas utilizando-se o acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(2mg/mL de sangue). Os parametros hematologicos avaliados foram descritos abaixo.

Apbs a coleta do sangue, foi realizada a toracotomia nos animais, sendo removidos o
coragdo ¢ a aorta. O ventriculo esquerdo foi pesado a fresco (mg), e foi calculada a propor¢ao

peso ventricular esquerdo em mg/peso do animal em g. A aorta e o ventriculo esquerdo foram
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fixados em formalina 10% por 24horas e armazenados em alcool 70°, para procedimentos

histoldgicos.

5.4 ANALISES BIOQUIMICAS

As determinagdes séricas de glicose, insulina, triglicérides, colesterol total e colesterol
HDL foram realizadas por métodos espectrofotométricos em automagdo no aparelho
Humastar 300. Foram empregados sistemas colorimétricos € enzimaticos, cujos

procedimentos técnicos seguiram os protocolos descritos nos kits comercialmente disponiveis.

5.4.1 Determinacéo da Glicemia

A determinacao da concentragdo de glicose circulante foi realizada pelo método
enzimatico colorimétrico sem desproteinizagdo, utilizando o Kit Glucose Liquicolor da in
vitro (TRINDER, 1969; SACKS et al., 2002). A glicose foi determinada apds a oxidagao
enzimatica na presenca de glicose oxidase. O peroxido de hidrogénio formado reagiu sob
catalise da peroxidase com fenol e 4-aminofenazona originando a quinoneimina que € um
cromogeno vermelho-violeta. A glicose na amostra sofreu a seguinte reagao:

Glicose + O, + H,O ——l 410 gluconico + H,O,

2H,0; + fenol + 4-aminofenazona &; quinoneimina + 4 H,O.
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A intensidade de cor emitida foi diretamente proporcional a quantidade de glicose na
amostra do soro. A leitura de absorbancia foi feita no espectrofotometro a 500 nm. A
concentragdo de glicose foi expressa em mg/dL, e calculada pela féormula:

[Glicose] = absorbancia da amostra x N

absorbancia do padrao
onde,
[Glicose] = concentracdo de glicose na amostra (mg/dL)

N = concentragdo padrao (100 mg / dL)

5.4.2 Determinacao de Insulina

As concentragdes de insulina foram determinadas pelo método imunométrico em fase
solida quimioluminescente usando-se o analisador Immulite 2000 (Euro/DPC Ltda., Reino

Unido).

5.4.3 Determinacdo de Triglicerolemia

A triglicerolemia foi determinada pelo método enzimatico colorimétrico com fator
clareante de lipides, conforme o Kit Triglycerides Liquicolor in vitro. Os triglicérides sdo

determinados apds hidrélise enzimatica com lipases. O indicador foi a quinoneimina formada
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a partir do peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol sob a influéncia catalitica

da peroxidase (TRINDER, 1969). A reagdo aconteceu da seguinte forma:

Lipases

—

Glicerol + ATP  S¥ I Glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato + O, _ 6% > Fosfato de dihidroxiacetona + H,O,

Triglicérides Glicerol + 4cidos graxos

H,0, + 4-aminoantipirina L’Quinoneimina + HCI+ H,O + 4-clorofenol

O kit é composto de: solucdo tampao IPES (pH: 7,5) 50mmol/L, ions magnésio
4,5mmol/L, 4-clorofenol 5 mmol/L, 4-aminoantipirina 0,25 mmol/L, ATP 2 mmol/L, glicerol
quinase >0,4U/mL, glicerol-3-fosfato oxidase >1,5U/mL, lipases >1,3U/mL, peroxidase
>0,5U/mL. As amostras foram preparadas de acordo com as instrug¢des do fabricante, e apds a
leitura da absorbancia em 500nm, a concentragdo de triglicérides foi calculada em mg/dL
utilizando-se a formula:

C=200x absorbancia da amostra

absorbancia do padrao

5.4.4 Determinacdo de Colesterolemia

A colesterolemia foi determinada pelo método enzimatico colorimétrico com fator
clareante de lipides, conforme Kit Cholesterol Liquicolor - IN VITRO. O colesterol foi
determinado apo6s hidrolise enzimatica e oxidagdo. Um indicador quinoneimina foi formado a
partir do perdxido de hidrogénio e 4-aminofenazona na presenca do fenol e peroxidade, com
leitura de absorbancia em 500 nm (TRINDER, 1969). A reagdo aconteceu da seguinte forma:

Colesterolester + H,O  Colesterolestersse - oagterol + 4cido graxo
—



53

Colesterol + O, MGolestene-3-one + H,0,

Peroxidase ' (yinoneimina + 4H,0

ﬁ
O kit de dosagem ¢é composto de: tampao fosfato (pH: 6,5) 100 mmol/L, 4-

2H,0, + 4-aminofenazona + fenol

aminofenazona 0,3 mmol/L, fenol 5 mmol/L, peroxidase > 5 KU/L, colesterolesterase > 150
U/L, colesteroloxidase > 100 U/L, azida sédica 0,005%. As amostras foram preparadas de
acordo com as instrugdes do fabricante do kit, e apds a leitura da absorbancia em 500 nm, foi

calculada a concentracao de colesterol em mg/dL.

5.4.5 Determinacdo de colesterol HDL

Para determinagdo do HDL foi utilizado o sistema enzimatico colorimétrico do Kit
Colesterol HDL direto - IN VITRO. O teste combina duas etapas especificas: na primeira
etapa os quilomicrons, colesterol VLDL e colesterol LDL foram especificamente eliminados e
destruidos por reagdes enzimaticas. Na segunda etapa, o colesterol remanescente da fracao
HDL foi determinado por reagdes enzimaticas especificas bem estabelecidas na presenca de
surfactantes especificos para HDL (WARNICK, NAUCK E RIFAI, 2001). A reagdo seguiu
da seguinte maneira:

Primeira etapa:

LDL, VLDL, Quilomicrons " "M% " Colestenona + H,0,

Condigdes especificas

2H202 Catalase 2H20 + 02
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Segunda etapa:

HDL mcmaap Colestenona + H,0,

Surfactantes especificos

Peroxi i 1
eroxidase Plgmentos de quimona

H,0; + Cromobgenos
O Kit contém: tampao de Good (pH: 6,6) 100mmol/L, cloreto de s6dio 170 mmol/L,
colesterol-esterase 1400U/L, colesterol oxidase 800 U/L, catalase 600 KU/L, ascorbato
oxidase 3000 U/L, n-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3,5-dimetoxianilina 0,56 mmol/L. Apds a
medida da absorbancia das amostras em 593nm, foi calculada a concentragdo de colesterol

HDL em mg/dL.

5.4.6 Determinacao de colesterol VLDL e LDL

Os valores das concentragdes do colesterol VLDL foram obtidos pela divisdo dos

valores de triglicérides por 5 e os valores do colesterol LDL pela subtracao de colesterol HDL

e VLDL do colesterol total, de acordo com Friedewald, Levy e Fredrickson (1972).

5.5 ANALISES HEMATOLOGICAS

5.5.1 Contagem Total e Diferencial de Leucocitos

A contagem total (leucocitos/mm’) e a contagem diferencial de leucécitos foram

realizadas segundo métodos descritos por Silva e Hashimoto (2003).
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5.5.2 Contagem de Eritrocitos

A contagem do numero de eritrocitos foi feita pela soma do numero total de hemaécias,
observadas apos a contagem de cada um dos cinco quadrados do quadrante central da camara
de Neubauer (H1 + H2 + H3 + H4 + H5) utilizando-se microscopio optico comum (aumento
de 400X) e multiplicando—se o resultado por 10.000 (namero de eritrocitos/mm’ de sangue =

H1 + H2 + H3 + H4 + H5 X 10.000) (OLIVEIRA, 2007).

5.5.3 Hematécrito

Apo6s aspiragdo da amostra de sangue total por capilaridade em tubos para micro-
hematocrito (até aproximadamente 2/3 do tubo capilar), a parte oposta a que foi utilizada para
aspiracao foi vedada com o auxilio de chama. O tubo capilar foi colocado em microcentrifuga
(com a parte vedada para o sentido de fora) e centrifugado em 11.000 rpm por 5 minutos. Foi
realizada leitura em escala apropriada, ajustando-se o limite inferior da parte globular a base
da escala e o limite superior da camada plasmatica a parte superior da escala, sendo o local de
separacdo entre a fase plasmatica e a parte celular o valor do hematocrito (HT) (OLIVEIRA,

2007).
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5.5.4 Dosagem de Hemoglobina

A dosagem de hemoglobina (Hb) foi obtida através do método de Drabkin e Austin
(1935), seguindo-se o procedimento descrito no Kit comercial da Labtest®. A hemoglobina,
em presenca de reagente de Drabkin, forma um composto, a cianometaemoglobina. Apos a
leitura em espectrofotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre 520 nm e
550nm, a absorbancia final a 540 nm foi proporcional a concentragdo de hemoglobina na
amostra. O célculo da concentracdo de hemoglobina (g/dL) foi feito utilizando-se o produto
Padrao de Hemglobina Labtest®, obtido pela razdo entre a absorbancia do teste e a

absorbancia do padrao (0,280) e multiplicando-se o resultado por 10.

5.5.5 Contagem de Plaquetas

A contagem do numero de plaquetas foi feita pela soma do nimero total de plaquetas,
observadas apos a contagem de cada um dos cinco quadrados do quadrante central da camara
de Neubauer (H1 + H2 + H3 + H4 + HS5) utilizando-se microscopio optico comum (aumento
de 400X) e multiplicando—se o resultado por 1.000 (numero de plaquetas/mm’ de sangue =

H1 + H2 + H3 + H4 + H5 X 1.000) (OLIVEIRA, 2007).
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5.6 ANALISES MORFOMETRICAS, MORFOLOGICAS E IMUNOISTOQUIMICAS

O ventriculo esquerdo e a aorta foram incluidos em parafina para cortes histologicos
de 4um de espessura, segundo Junqueira, Bignolas e Brentani (1979).

Laminas com cortes histologicos do ventriculo esquerdo foram tratadas com peroxido
de hidrogénio 3% para bloquear a atividade da peroxidase endogena. Foi feito o bloqueio dos
sitios inespecificos com leite desnatado 2% diluido em PBS (phosphate-buffered saline)
10Mm pH 7,4. As laminas foram incubadas por 12 horas com anticorpo policlonal produzido
em coelho anti-CD40L (Santa Cruz® 1:50) em camara umida. Apds a incubagdo com o
anticorpo primadrio, foi feita a incubagdo com anticorpo secundario biotinilado (kit Dako®
LSAB+), durante 1 hora a 37°C. Para evidenciar as areas imunorreativas os cortes foram
incubados com o complexo conjugado com peroxidase (Dako® LSAB+), durante 45 minutos
a 37°C e colocadas em solugdo de cromogeno (50mg de DAB em 50ml de PBS com 3ml de
agua oxigenada 10%) por 3 minutos. Apos contracoloragdo com Hematoxilina de Harris
(Sigma®) por 25 segundos, as laminas foram montadas e analisadas pelo software LGMC-
image versdo 1.0 e as porcentagens fracionais da area imunorreativa para o CD40L do
miocardio foram adquiridas (ARMSTRONG et al., 1998).

Laminas com cortes histologicos da aorta foram coradas com hematoxilina/eosina. A
medida das areas luminal, média e intima foram realizadas pelo software LGMC-image
versdao 1.0. A area média ¢ a area entre a face interna da 1amina eldstica interna e a superficie
endotelial do lumen (TIAN et al., 2006).

Laminas com cortes histoldégicos da artéria aorta também foram coradas com
picrosirius red, para analise quantitativa do colageno. Foram obtidas quatro fotomicrografias,

a partir de um mesmo ponto pré-fixado dos cortes transversais das aortas de cada animal,
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utilizando-se a camara digital acoplada ao programa Leica IM50 versao 1.20. Os cortes
corados com picrosirius red foram analisados com luz polarizada. Cada fotomicrografia foi
analisada pelo sofware LGMC-image versdo 1.0, por meio do qual foram adquiridas as
porcentagens fracionais de colageno (ARMSTRONG et al., 1998) referentes as areas
marcadas em vermelho pelo picrosirius red. As porcentagens de coldgeno foram quantificadas
nas areas média e intima da parede das artérias. Na quantificagdo da area total inclui-se a area
adventicia.

Todas as analises histologicas foram executadas por um Unico examinador, utilizando

o método duplo cego.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). A analise de
variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey, foi utilizada para comparar as médias entre

diferentes grupos. As diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p<0,05.
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6 RESULTADOS

Os camundongos do grupo S ndo apresentaram diferengas quanto ao nivel plasmatico
de glicose ¢ insulina e ao indice de Homa (HOMA;;) quando comparados com o grupo WT
(TABELA 1). Entretanto, os camundongos do grupo HL apresentaram marcado aumento
quanto ao nivel plasmatico de insulina e do indice de Homa quando comparados com os
grupos S e WT (TABELA 1).

Na analise do perfil lipidico, verificou-se uma hiperlipidemia média nos camundongos
do grupo S, com niveis plasmaticos de triglicérides e colesterol total (CT) aumentados quando
comparados com o grupo WT (TABELA 1). Os camundongos do grupo HL apresentaram
hiperlipidemia severa em relagdo aos grupos S ¢ WT (TABELA 1). Quanto as fracdes do
colesterol, observou-se um aumento nos niveis de HDL, LDL e VLDL no grupo S em
comparagdo ao grupo WT (TABELA 1), e os camundongos do grupo HL apresentaram uma
diminuicdo nos niveis plasmaticos do HDL e um marcado aumento nos niveis de LDL e
VLDL em comparagao aos outros grupos (TABELA 1). Observou-se também que as relagdes
LDL/HDL e CT/HDL foram superiores no grupo HL quando comparado ao S (TABELA 1),

ndo havendo diferencas entre os grupos S e WT (TABELA 1).
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TABELA 1
Comparag¢ao dos niveis plasmaticos de glicose, insulina e lipideos; do indice de Homa
(HOMA;)) e das relagdes do colesterol (LDL/HDL ¢ CT/HDL) entre camundongos wild type
(WT) e LDLr-/- alimentados com dieta padrao (S) e com dieta hiperlipidica (HL)

WT S HL
n 6 6 6
Glicose (mMol/L) 5,4+0,2% 5,5+0,1* 5,6+0,1*
Insulina (um/mL) 2,7+0,6" 2,7+0,2° 5,8+0.9°
Homa;, 0.7+0,05° 0,7+0,06° 1,5+0,28°
Triglicérides (mg/dL) 88,54+3,3% 123,5j:4,0b 142,8+6,6°
Colesterol Total (mg/dL) 128,5+8,2° 225,5+10,0° 631,2432,0°
HDL (mg/dL) 46,8+1,7° 59,242,2° 25,5+1,9¢
LDL (mg/dL) 64,0+2,0° 141,5+8,6" 577,2+31,9°
VLDL (mg/dL) 17,7+0,7* 24,8+0,9° 28,5+1,3°
LDL/HDL 1,37+0,07 2,40+0,14° 22,64+2,23¢
CT/HDL 2,75+0,08° 3,81+0,09° 24,75+2,24°

Os valores foram expressos como média + EPM. Letras iguais indicam ndo significancia e letras diferentes
indicam significancia ao nivel de 5% pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na andlise imunoistoquimica, os camundongos do grupo S apresentaram
imunorreatividade para CD40L no miocardio e na artéria coronaria quando comparados com
os do grupo WT. Esta imunorreatividade foi potencializada nos camundongos do grupo HL
(FIGURA 3A e 3B, TABELA 2).

Na analise morfologica e morfométrica das areas intima e média da artéria aorta, os
camundongos dos grupos S e HL apresentaram um remodelamento arterial em comparagao
com o grupo WT. Esse remodelamento arterial foi caracterizado pelo aumento na area intima
e entre as fibras elasticas na area média (FIGURA 3C e TABELA 2), e por um maior deposito
de colageno nas tinicas média-intima e do coldgeno total nas tinicas intima, média
(TABELA 2) e adventicia (TABELA 2 e FIGURA 3D). O remodelamento arterial dos
camundongos HL foi muito mais expressivo quando comparado com o grupo S (TABELA 2,

FIGURA 3C e 3D).
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TABELA 2
Comparagao da porcentagem da area imunorreativa para o CD40L no miocardio, e da area
intima, da area média, da porcentagem de colageno na camada média-intima e colageno total
na artéria aorta entre camundongos wild type (WT) e LDLr-/- alimentados com dieta padrao

(S) e com dieta hiperlipidica (HL)

WT S HL

n 6 6 6

Area imunorreativa para CD40L no miocardio (%) 0,0£0,0° 3,4+0,2° 7,7+0,3¢
Area intima (um?) 27274+1691° 32931+1950° 46402+822°
Area média (um?) 74904+884" 73960+981° 85638+1618°
Colageno média-intima (%) 3,4+0,2% 5,5+0,2° 7,2+0,5¢
Colageno Total (%) 14,440,5" 15,8+0,3° 18,6+0,6°

Os valores foram expressos como média + EPM. Letras iguais indicam ndo significancia e letras diferentes
indicam significancia ao nivel de 5% pelo teste de Tukey (p<0,05).

FIGURA 3- Fotomicrografias de cortes histologicos transversais do ventriculo esquerdo mostrando area
imunorreativa para CD40L no miocardio (A) e artéria coronaria (B); Fotomicrografias de cortes histologicos da
aorta corados com HE (C) e picrosirus red (D) nos camundongos wild type (WT) e LDLr-/- alimentados com
dieta padréo (S) e com dieta hiperlipidica (HL).
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Na analise dos parametros hematoldgicos relacionados ao leucograma, os
camundongos dos grupos S e HL apresentaram diminui¢do na contagem total de leucocitos
em relagdo ao grupo WT. Entretanto, os camundongos do grupo HL apresentaram aumento na
contagem total de leucdcitos em relagdo ao grupo S (TABELA 3). Em relagdo a contagem
diferencial de leucocitos, houve uma diminui¢do de linfocitos e de monocitos nos grupos S e
HL quando comparados com o grupo WT (TABELA 3). A diminui¢do dos mondcitos foi
mais severa no grupo HL (TABELA 3). Os camundongos do grupo S apresentaram
diminuicao na contagem de neutréfilos em relagdo aos camundongos do grupo WT (TABELA
3). Entretanto, os camundongos do grupo HL apresentaram aumento na contagem de

neutrofilos em relagdo ao grupo S (TABELA 3).

TABELA 3
Comparagio da contagem total e diferencial de leucécitos (leucocitos/mm’) entre
camundongos wild type (WT) e LDLr-/- alimentados com dieta padrdo (S) ¢ com dieta
hiperlipidica (HL)

Contagem total e diferencial de leuccitos/mm’

qorald®  Neutrofilos  Linfcitos  Mondcitos  Eosindfilos  Basdfilos

eucocitos

wild

. WT(n=6) 5783 +694° 848 +217° 4708 £455" 228 +48§" 0+0° 0+0°

ype

LDLr-/- S (n=6) 2083 +£239°  379+36°  2531+243°  73+28° 0+0° 0+0°
HL (n=6)  3517+185°  772+103* 2728+ 165" 17 £ 12° 0+0° 0+0°

Os valores foram expressos como média + EPM. Letras iguais indicam ndo significancia e letras diferentes
indicam significancia ao nivel de 5% pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na andlise dos parametros hematologicos relacionados ao eritrograma ndo foram
observadas alteragdes significativas entre os grupos de camundongos estudados (TABELA 4).
Porém, houve um aumento na contagem do numero de plaquetas nos camundongos do grupo

HL em relacdo aos outros grupos estudados (TABELA 4).



63

TABELA 4

Comparagao dos parametros hematoldgicos do eritrograma e da contagem de plaquetas

entre camundongos wild type (WT) e LDLr-/- alimentados com dieta padrdo (S) e com
dieta hiperlipidica (HL)

Parametros hematoldgicos do eritrograma e contagem de plaquetas

Eritrocitos Hemoglobina Hematécrito  Plaquetas (10°/mm?)
(10°/mm®) (g9/dL) (%)
Wild type WT (n=6) 4,7+0,1° 12,5+0,3* 40,0 £0,8" 238 £11°
LDLr-/- S (n=6) 4,8+0,2° 13,3 +0,5° 42,0+ 1,8 241 +27°
HL (n=6) 4,7+0,1° 13,3 +0,2° 41,2+0,8" 301 +5°
Os valores foram expressos como média £ EPM. Letras iguais indicam ndo significancia e letras diferentes
indicam significancia ao nivel de 5% pelo teste de Tukey (p<0,05).
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que os camundongos do grupo S apresentaram niveis
plasmaticos de HDL elevados associados a uma leucopenia, em decorréncia da neutropenia e
monocitopenia; € a uma resisténcia ao desenvolvimento das lesdes na parede da aorta e ao
processo inflamatério cardiaco, caracterizado pela baixa imunorreatividade do tecido cardiaco
para o CDA40L. Interessantemente, estes camundongos ndo desenvolveram resisténcia
insulinica, mesmo com hiperlipidemia espontanea moderada, quando comparados com os
camundongos do grupo WT. Os camundongos do grupo HL apresentaram uma hiperlipidemia
severa ¢ um marcado decréscimo nos niveis plasmaticos de HDL associados a uma
leucocitose e um aumento do nimero de plaquetas. Além disso, apresentaram pronunciadas
alteracdes morfologicas na parede da aorta e processo inflamatorio cardiaco, caracterizado
pelo aumento na imunorreatividade cardiaca para o CD40L e resisténcia insulinica quando
comparados com os camundongos do grupo S.

Estudos mostraram que a aterosclerose ¢ uma doenga inflamatéria (LUSIS, 2000) e as
principais hipoteses da aterogénese descritas nas ultimas décadas sdo a do transporte reverso
do colesterol (ZHANG et al., 2003) e da oxidagdo da LDL (LUSIS, 2000; NAVAB et al.,
2004; BARTER et al., 2003). Ambas as hipdteses apontam o papel central da LDL oxidada
como iniciadora, e da HDL como protelador da aterogénese (NAVAB et al., 2004; BARTER
et al., 2003). O aumento dos niveis plasmaticos da HDL nos camundongos do grupo S,
observado em nosso estudo, assim como nos camundongos deficientes em apo E, podem estar
desempenhando um papel protetor cardiovascular devido a sua agdo antioxidante (NAVAB et

al., 2001, NAVAB et al., 2004) ¢ neutralizadora da atividade quimiotatica de leucdcitos,
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atenuando a inflamagdo induzida pelo recrutamento dos leucécitos, especialmente monocitos
e neutrofilos (BARBUIO et al., 2007).

A inibicdo da oxidagdo da LDL pela HDL ¢ comumente atribuida ao seu contetido
antioxidante (BARTER et al.,2004), relacionada as proteinas apoA-I e apoA-Il que tém
capacidades de removerem os hidroperoxidos de lipideos da LDL (BARTER et al.,2004;
NAVAB et al., 2004). Além disso, a molécula de HDL tem capacidade de destruir os
hidroperéxidos de lipideos que oxidam os fosfolipideos da LDL, pela acdo das enzimas
paraoxonase-1 (MACKNESS et al., 2004) e paraoxonase-3 (REDDY et al., 2001), e também
aumentar o efluxo do colesterol da parede arterial, além de apresentar atividade anti-
inflamatoria (ANTHONY, 2000). O papel anti-inflamatdrio e antioxidante da HDL em nossos
estudos podem estar relacionados ndo s6 com a diminui¢do do estresse oxidativo
(HOLVOET, 2008), mas também com a diminui¢do na producdo de mediadores inflamatorios
vasculares e da LDL oxidada (BARTER et al., 2004). Isso reduz a disfungdo endotelial ¢ a
aterogénese e, consequentemente, diminui a resposta imunoldgica nos camundongos do grupo
S, colaborando para a redu¢do da contagem total de leucdcitos, diminuicdo do numero de
neutrofilos e de mondcitos, observadas nesses animais. A HDL também inibe a expressao das
moléculas de adesdo na superficie das células endoteliais (VCAM-1, ICAM-1 e Selectina E)
induzidas pelas citocinas pro-inflamatorias (BARTER et al., 2004), o que diminui a
transmigracdo dos mondcitos para a regido subendotelial. Esses efeitos explicam a prevencao
na inflamagdo cardiovascular, caracterizada pela baixa expressio do CD40L na artéria
coronaria ¢ no miocardio, e a prevencao do desenvolvimento das alteragdes morfoldgicas da
parede da aorta em situagdo de hiperlipidemia moderada, observada nos camundongos do
grupo S. Assim, o determinante do menor estresse oxidativo arterial descrito por Krieger et al.
(2006) e a maior resisténcia no desenvolvimento das lesdes arteriais, descrita por Tian et al.

(2006) nos camundongos LDLr-/- alimentados com dieta padrao (grupo S), pode ser o nivel



66

plasmatico do HDL aumentado, observado em nosso estudo, quando comparados com os
camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica (grupo HL).

O aumento na expressdo do CD40L no sistema cardiovascular dos camundongos do
grupo HL, além de exercer efeito pré-inflamatério, também exerceu efeito pro-oxidante
(URBICH et al., 2002). Isso mostrou que a hiperlipidemia severa dos camundongos HL pode
ser considerada o fator metabdlico indutor do maior estresse oxidativo no sistema
cardiovascular, aumentando a peroxidacao lipidica da molécula de HDL e consequentemente
sua remog¢ao hepatica (CHRISTISON et al., 1996), com consequente diminuigdo dos niveis
plasmaticos do HDL e da sua func¢ao cardiovascular protetora antioxidante e anti-inflamatoria,
favorecendo o processo inflamatério cardiovascular e a resisténcia insulinica nos
camundongos do grupo HL.

A disfungdo endotelial, implicada em iniimeras doengas cardiovasculares, inclui nao
somente a vasodilatacdo reduzida, mas também os estados pré-inflamatério e pro-trombédtico
(LIMA e COUTO, 2006), os quais, respectivamente, podem explicar os eventos de
neovascularizagdo e ativagdo plaquetaria em modelos de hipercolesterolemia experimental
(ARAUJO et al, 2005). A hipercolesterolemia, tanto induzida por dietas
hipercolesterolémicas quanto pela deficiéncia do receptor de LDL, associada a disfuncao
endotelial, inicialmente aumenta a permeabilidade a LDL e induz o surgimento de moléculas
de adesdo leucocitaria (ICAM-1, VCAM-1, CD40 e selectina-E) na superficie endotelial
(LUSIS, 2000). O transporte do LDL da corrente sanguinea para o espago subendotelial ¢ um
processo passivo e ocorre de modo diretamente proporcional a sua concentragdo no sangue
(LUSIS, 2004). Dessa maneira, o aumento nos niveis plasmaticos de LDL e a diminui¢do nos
niveis plasmaticos de HDL nos camundongos do grupo HL, quando comparados com os do
grupo S, possivelmente indicam insucesso na tentativa de diminuir o estresse oxidativo, visto

que niveis elevados de LDL circulante proporcionam oxidagdo aumentada de LDL nos
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tecidos. Essa oxidacdo (1) aumenta a expressdo de moléculas de adesdo e de proteinas
quimiotaticas, como a proteina quimiotatica de monocitos (MCP-1) (BARTER et al., 2004),
provavelmente pela redugdo nos niveis de HDL, promovendo uma queda na
biodisponibilidade do NO, o que aumenta a expressdo das VCAM-1 na camada de células
endoteliais através da indugdo da expressdo NF-«B (KEMPF ¢ WOLLERT, 2004) e recruta
fagocitos mononucleares (ZHANG et al., 2006); e (2) estimula a secre¢do de fatores
estimuladores, como fator estimulador de colonia monocitaria (MCS-F) (BERLINER et al.,
1990). Isso aumenta a migracdo e a diferenciacio de monocitos em macrofagos, com
consequente elevagdo da contagem total de leucécitos e do numero de neutrofilos nos
camundongos do grupo HL quando comparados com o grupo S, uma vez que a LDL
levemente oxidada induz maior adesdo de monodcitos, mas ndo de neutrofilos, as células
endoteliais (BERLINER et al., 1990).

Neste estudo observamos que os camundongos do grupo S, mesmo apresentando uma
hiperlipidemia moderada associada ao aumento dos niveis plasmaticos de HDL, nao
apresentaram diferengas significativas quanto a contagem do numero de plaquetas quando
comparados com o grupo WT. Entretanto, os camundongos do grupo HL apresentaram um
marcado decréscimo nos niveis plasmaticos da fragdo HDL associado com aumento na
contagem do numero de plaquetas quando comparados com o grupo S, demonstrando
importante influéncia da HDL na modulagdo da atividade plaquetaria. A HDL pode estar
inibindo a ativagdo plaquetaria nos camundongos do grupo S por (1) inducdo da sintese de
6xido nitrico (NO) pela apoE presente nessas lipoproteinas (RIDDELL et al., 1999) ou
aumento da biodisponibilidade do oxido nitrico; e (2) ativagdo da proteinoquinase C
(KOLLER, KOLLER e BINDER, 1989). O aumento na contagem do nimero de plaquetas

nos camundongos do grupo HL pode estar relacionado com a diminuicdo de HDL, que ¢
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preditor independente da formacdo aguda de trombo dependente da ativacao plaquetéria
(CUCHELL e RADER, 2002).

A insulina induz a fosforilagdo em tirosina do substrato do receptor de insulina (IRS-
1), enquanto agentes que provocam a resisténcia insulinica, tais como TNFa, 4cidos graxos
livres, estresse oxidativo e a inflamagdo induzem a ativagdo de quinases de serina/treonina
que fosforilam o IRS-1 em serina, inibindo sua fun¢do (SYKIOTIS e PAPAVASSILIOU,
2001). A resisténcia insulinica associada a hiperinsulinemia ndo foi observada nos
camundongos do grupo S, mostrando que o efeito antioxidante /anti-inflamatério do HDL
nestes animais pode estar prevenindo a oxida¢do dos substratos do receptor da insulina.
Muitos estudos “in vitro” e em modelos animais demonstraram que varias citocinas pro-
inflamatorias (HOTAMISLIGIL, SHARGILL e SPIEGELMAN, 1993) estao envolvidas na
patogénese da resisténcia insulinica, e muitas estratégicas anti-inflamatdrias demonstraram
melhorar a sensibilidade a insulina (BARBUIO et al., 2007).

Estudos indicaram que os camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica
desenvolveram extensa area de lesdo aterosclerotica na aorta (KRIEGER et al., 20006),
hipertrofia ventricular esquerda (GARCIA et al., 2008), lesdes neointimais e remodelamento
arterial na artéria coronaria (TIAN et al., 2006) associadas ao aumento do estresse oxidativo.

No presente estudo, observamos que os camundongos do grupo HL tornaram-se mais
susceptiveis as lesdes na parede da aorta, como descrito por Tian et al.(2006). Além disso,
apresentaram processo inflamatorio cardiaco, hiperinsulinemia e resisténcia insulinica. Estas
alteragdes morfometabodlicas observadas estdo associadas ao marcado aumento dos niveis
plasmaticos do LDL e ao decréscimo drastico dos niveis de HDL. A hiperlipidemia severa
induziu ao estresse oxidativo no miocardio (GARCIA et al., 2008), nas artérias (KRIEGER et
al., 2006), por mecanismos que aumentaram a producdo das espécies reativas de oxigénio

(ROS) ou que diminuiram os fatores antioxidantes endégenos.
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O acompanhamento dos niveis plasmaticos do HDL em pacientes dislipidémicos
associados com as variagdes leucocitarias deve ser rigoroso, pois qualquer fator que possa
diminuir os niveis plasmaticos do HDL pode induzir o processo inflamatoério, oxidante

cardiovascular e o desenvolvimento da resisténcia insulinica.
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8 CONCLUSAO

Diante do trabalho exposto conclui-se que:

O nivel plasmatico elevado de HDL nos camundongos LDLr-/- alimentados com dieta
padrdo (grupo S) mostrou ser o fator protetor contra o desenvolvimento de processos
inflamatorios cardiovasculares e resisténcia insulinica, impedindo o desenvolvimento das
lesdes neointimais.

Existe uma associagdo negativa entre os niveis plasmaticos de HDL e as contagens total e
diferencial de leucécitos e plaquetas nesses camundongos.

Foi demonstrada uma importante influéncia da HDL na modulagdo da resposta

imunoldgica e inflamatoria em camundongos dislipidémicos.
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